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PALAVRAS-CHAVE

Otite média Resumo . »

eosinofilica: Introdugdo: A otite média eosinofilica € uma doenca relativamente comum de orelha média;
5 o . .

Trompa de Eustaquio; ent'ret.anto, sua patogénese é iamdg obscura,, assim como o tratamgnto. o

T Objetivo: Observar as alteracoes histopatoldgicas e ultraestruturais do epitélio da mucosa da

o ’ tuba auditiva em ratos com otite média eosinofilica e investigar a sua patogénese.

Alergi,a Método: Os animais foram injetados intraperitonealmente com 2.000 mg de ovalbumina e

100 mg de hidroxido de aluminio (alimen) no dia 0, seguido por 100 mg de ovalbumina e 100 mg
de injecao de alimen nos dias 7 e 14. Em seguida, receberam um reforco tdpico através de uma
aplicacao diaria de 100 mg da solugdo por gotejamento nasal e injecao intratimpanica de 0,1 mL
de ovalbumina (1000 mg/mL) na orelha direita (grupo A, n=80) e 0,1 mL de solucao salina na
orelha esquerda como controle (grupo B, n=80), comecou no dia 21 e continuou por 14 dias.
Os ossos temporais foram dissecados nos dias 35, 38, 41 e 43 separadamente sob anestesia.
Foram usadas microscopia eletronica de varredura e coloracdo com hematoxilina-eosina e azul
de toluidina para observar as alteracdes histopatologicas e morfologicas das amostras coradas
de mucosa da tuba auditiva. Além disso, células inflamatorias e cilios foram contados.
Resultados: O epitélio da tuba auditiva no grupo A estava edematoso e espessado. Os cilios
estavam dispostos de forma desordenada e parcialmente destacados. Os eosinofilos infiltraram a
camada submucosa da tuba auditiva e seu nimero aumentou significantemente em comparacao
ao grupo B (p <0,05). Simultaneamente, degranulacdo dos mastocitos foi observado no grupo
A. A microscopia eletrénica de varredura mostrou que os cilios estavam depositados e reunidos
ao longo de todo o comprimento da tuba auditiva no grupo A. A densidade das células ciliadas
foi significantemente menor do que no grupo B (p <0,01).
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Conclusdo: No modelo de otite média eosinofilica, a alergia causou alteracdes significativas a
histopatologia e na morfologia da mucosa da tuba auditiva, afetou a funcdo normal dela, o
que desempenhou um papel importante na ocorréncia e no desenvolvimento da otite média

eosinofilica.

© 2020 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

A otite média com efusdo (OME) predispde criancas em
idade pré-escolar a perda auditiva condutiva. Um estudo
anterior revelou que cerca de 90% das criancas em idade
pré-escolar e 12,5% das criancas em idade escolar apresen-
tavam OME, especialmente entre 6 meses a 4 anos, 0 que
pode afetar seriamente a formacao e o desenvolvimento da
linguagem devido a longa duracao do tratamento.’? Recen-
temente, a incidéncia clinica de OME aumentou; entretanto,
sua fisiopatologia ainda nao foi totalmente esclarecida. De
acordo com o conceito de inflamacao do trato respiratorio
superior e inferior, o sistema mucoso da orelha média é a
continuacao do trato respiratério superior, atua potencial-
mente como um drgao imune.®"> Estudos epidemioldgicos
verificaram que a OME apresenta grande probabilidade de
ser um manifestacdo abrangente de doencas alérgicas ato-
picas, como rinite alérgica, eczema e asma.®'? Baseado
nas observacoes clinicas, sugere-se que alguns pacientes
com OME nao apresentam sintomas de inflamacao aguda,
enquanto outros apresentam sintomas mesmo apods a fase
aguda ter passado.’~"” Ha muitos relatos de pacientes com
OME intratavel ou otite média cronica associada a asma
brénquica e/ou rinite alérgica. Tomioka et al.?’ denomina-
ram a otite média intratavel de tipo especifico associada a
asma bronquica como otite média eosinofilica (OMEo) por-
que o teste cutaneo nao detectou alergia tipo | relacionada
a um alérgeno especifico em alguns pacientes, apesar da
presenca de eosinofilos. Os eosindfilos sao células efetoras
na patogénese das doencas alérgicas e desempenham um
papel importante na ocorréncia de OMEo. lino et al. propuse-
ram os critérios diagnosticos para OMEo com base na analise
das caracteristicas clinicas em 138 pacientes com diagnds-
tico de OMEo em cinco centros participantes do grupo de
estudo da OMEo (tabela 1).2°

Na efusdo da orelha média, ja foram encontrados quimi-
oatraentes de eosinofilos, como IL-5 e eotaxina, expressao

Tabela 1  Critérios de diagnostico da OME

de quimioatraentes de eosinofilos, como eotaxina (regulada
na ativacao, linfécito T normal expresso e secretado). Além
disso, mRNAs de ecalectina também foram observados na
mucosa da orelha média por meio de testes de hibridizacao
in situ. Esses achados indicam que a inflamacdo eosinofi-
lica ativa ocorre localmente na orelha média.?'-%* A terapia
com anti-IL-5 que usa mepolizumab foi eficaz na inibicao do
recrutamento eosinofilico para a orelha média em pacientes
com OMEo.?4%5

Atualmente, a OMEo é considerada uma doenca da ore-
lha média bastante comum, mas ainda intratavel. Embora
estudos tenham investigado as condicdes histopatologicas
da orelha média em OMEo, e revelado a presenca de nume-
rosos eosinofilos ativados, assim como da proteina catidnica
eosinofilica (PCE) na mucosa espessada do orelha média, a
sua presenca na tuba auditiva (TA) ainda permanece obs-
cura. Este estudo teve como objetivo determinar a relacao
entre OMEo e a TA através de experimentos em um modelo
de rato com OMEo com o uso de microscopia eletronica
de varredura (MEV) e coloracao de H&E para observar as
alteracoes histopatologicas e ultraestruturais do epitélio da
mucosa da TA em ratos, de forma a investigar melhor a pato-
génese da OMEo e fornecer uma nova justificativa para sua
ocorréncia.

Método
Materiais experimentais

Para calculos de poder do estudo, foi assumido um desvio-
-padrao igual nos grupos A e B. Oitenta ratos Sprague-Dawley
(SD) machos saudaveis (idade de 6 a 8 semanas, peso de 250
a 300g) foram usados. Os experimentos com animais foram
aprovados pelo comité institucional de experimentacao
e cuidado de animais (nimero EEI-2018-102). Todos os
esforcos foram feitos para minimizar o nimero de animais
usados e seu sofrimento.

Critério maior

Critérios menores

Otite média com efusao ou otite média cronica com
efusdo predominantemente eosinofilica

1. Efusao da orelha média altamente viscosa

2. Resisténcia ao tratamento convencional para otite média
3. Associacao com asma bronquica

4. Associacao com polipose nasal

Caso definitivo: positivo para o critério maior, mais dois ou mais critérios menores
Critérios de exclusao: sindrome de Churg-Strauss, sindrome hipereosinofilica
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Figura 1

(A) A tuba auditiva do grupo A se apresenta com edema de células epiteliais ciliadas, cilios desordenados e descamados,

mucosa espessada e capilares aumentados e expandidos. (B) O epitélio da mucosa da tuba auditiva do grupo B revelou um epitélio
ciliado levemente edematoso, com estrutura ciliar normal e bem organizada.

Estabelecimento de um modelo de OMEo em ratos
SD

Para a modelagem de OMEo no grupo A, os métodos de
modelagem de Nishizawa H. foram consultados.?® Resumida-
mente, 80 ratos receberam injecoes intraperitoneais no dia
0 com 2.000 mg de ovalbumina (OVA) e 100 mg de hidroxido
de aluminio (alimen) e nos dias 7 e 14, com 100 mg de OVA
e 100mg de alimen para sensibilizacdo geral. Em seguida,
a partir do dia 21 e pelos proximos 14 dias, os animais rece-
beram reforco topico com aplicacao diaria de solucdo de
100 mg de OVA por gotejamento nasal e injecao intratim-
panica de 0,1mL de OVA (1000mg /mL) na orelha direita
(grupo A) e 0,1 mL de solucao salina na orelha esquerda para
os controles (grupo B). Todos os procedimentos foram feitos
sob anestesia com hidrato de cloral a 10% (0,1 mg/kg, i.p.).

Amostra de TA de rato

Apos a injecdo final de OVA, os animais foram anestesia-
dos profundamente com hidrato de cloral a 10%. Os ossos
temporais das orelhas direita (grupo A) e esquerda (grupo B)
foram dissecados no 35°, 38°, 41° e 43° dia, resultaram em
oito subgrupos: grupo A1, A2, A3, e A4 (orelha direita, n=20
por subgrupo) e grupo B1, B2, B3, e B4 (orelha esquerda,

n =20 por subgrupo). Em seguida, amostras de TA bilaterais
foram completamente removidas sob microscopia cirirgica
(Leica, Alemanha), manteve-se a integridade da TA. As TAs
bilaterais foram seccionadas ao longo do eixo longo nas par-
tes superior e inferior. Uma parte foi usada para observar a
superficie do tecido da mucosa sob MEV e a outra foi usada
para analise com coloracao com H&E e azul de toluidina.

Preparacao e analise do tecido

Usaram-se a coloracao de H&E e cortes do tecido da super-
ficie da mucosa embebido em parafina em uma parte da TA
de cada grupo, a seguir analisados sob microscopio optico
(Nikon, Japao). Primeiro, foram observadas alteracées mor-
fologicas no epitélio da mucosa, inclusive espessamento da
mucosa, edema epitelial dos cilios, alinhamento dos cilios e
queda dos cilios. Em segundo lugar, os eosinofilos e neutrofi-
los de trés visualizacoes selecionadas aleatoriamente foram
contados com uma ampliacao de 1000 x . Mastocitos foram
contados com o mesmo método apos a coloracao com azul de
toluidina. Os valores médios foram registrados como dados.

O tecido da superficie mucosa de outra parte da TA
de cada grupo foi observado sob MEV (Leica, Alemanha)
apods inclusdao e tingimento. Alteracdes histopatologicas
na ultraestrutura do epitélio da mucosa, inclusive queda,
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deposito e acimulo de cilios, foram observadas em diferen-
tes ampliacdes. O nimero de células ciliadas foi contado
em cinco areas de aproximadamente 80 x 40 pm; uma foi
selecionada a 60 um de distancia da cavidade timpanica
no ponto mais baixo da superficie concava da TA e quatro
foram selecionadas da superficie de ambos os lados. Os
valores médios foram registrados.

Analise estatistica

Todos os animais usados neste estudo eram machos e foram
divididos aleatoriamente em oito subgrupos. Os dados foram
analisados estatisticamente com o software estatistico SPSS
17.0. Os resultados sdao expressos como média =+ desvio-
-padrao. Se nenhuma marcacao especial fosse usada, entao
o teste t foi usado para analise estatistica. As diferencas
foram consideradas estatisticamente significantes quando
p <0,05.

Resultados
Histopatologia da mucosa da TA

A coloracao por H&E da mucosa da TA ao microscopio optico
revelou que o epitélio ciliado estava levemente edematoso
e a estrutura dos cilios estava normal e bem organizada no
grupo controle (grupo B) (fig. 1B). Em comparacao, no grupo
OMEo (grupo A) havia um edema evidente nas células epi-
teliais ciliadas na TA, cilios desordenados e queda de cilios,
a mucosa da TA estava espessada e os capilares estavam
aumentados e expandidos (fig. 1A). O nimero de eosinofilos
e neutrofilos aumentava em comparagao com os do grupo
B (fig. 2). Além disso, infiltracdo e degranulacao de masto-
citos foram observadas sob coloracao com azul de toluidina
(fig. 3). A diferenca entre o grupo OMEo A e o grupo controle
B foi significante (p <0,05).

A contagem de células inflamatorias sob um microscopio
de alta poténcia (fig. 4) ndo mostrou diferenca significante
em relacdo a numeros de eosindfilos, mastocitos e neu-
tréfilos entre os subgrupos A (1, 2, 3 e 4) e subgrupos B
(1, 2, 3, e 4) (p> 0,05). Quando a comparacao foi feita
entre o subgrupo A e o subgrupo B em 1, 2, 3 e 4, as
contagens de eosinofilos e mastocitos no grupo A foram sig-
nificativamente mais altas do que aquelas no grupo B e a
diferenca foi estatisticamente significante (teste t, eosino-
filos: fig. 4A, t=4,608, n>=0,7797, p=0,0037; mastdcitos:
fig. 4B, t=3,520, n2=0,6737, p=0,0125), mas a contagem
de neutrdfilos ndo foi significantemente diferente entre os
dois grupos (fig. 4C, p> 0,05).

Morfologia da mucosa da TA

A mucosa normal da TA sob MEV no grupo B era coberta
por cilios continuos (fig. 5C—D). No entanto, a mucosa
mostrou-se descontinua e evidente, com grande amplitude
de deposito ou agregacao no grupo A (fig. 5A—B). As
diferencas entre os dois grupos foram significativas.
Quando as células ciliadas foram contadas em MEV,
nao apresentaram diferenca significante em relacao ao seu
numero entre os subgrupos A1, A2, A3 e A4, ou entre os

Figura 2 (A) Visualizacdo dos eosindfilos e neutrofilos no
grupo A. (B) Visualizacdo de eosindfilos e neutrofilos no grupo B
(HE x 1000).

subgrupos B1, B2, B3 e B4 (p> 0,05). Entretanto, o niUmero
de células ciliadas no grupo A foi significativamente menor
do que no grupo B (fig. 6). A diferenca foi estatisticamente
significante (teste t, t=5,594, n?*=0,8391, p=0,0014).

Discussao

A OMEo é uma doenca comum com alta morbidade em
criancas e sua fisiopatologia € multifatorial, inclusive aler-
gias, bactérias, virus, doenca do refluxo gastroesofagico e
disfuncdo da TA.? Como a mucosa da TA desempenha um
papel importante na excrecao e manutencao do microambi-
ente da orelha média, a disfuncdo da TA tem se tornado
gradualmente um novo foco de pesquisa amplamente
possibilitado pelos avancos na imunologia e na biologia
molecular.

Nosso estudo demonstrou que a alergia foi responsavel
por mudancas significativas na histopatologia e morfologia
da mucosa da TA. A morfologia e a composicao celular da
mucosa da tuba auditiva foram altamente consistentes com
as da mucosa respiratoria.* A fim de esclarecer melhor as
alteracdes estruturais e funcionais da mucosa da TA em
OMEo, ratos SD foram usados como portadores experimen-
tais do modelo de OMEo e a mucosa da TA foi observada sob
um microscopio depois de submetida a coloracdo com H&E
e azul de toluidina. Os resultados mostraram que os nime-
ros de eosindfilos e mastocitos na mucosa da TA do grupo
OMEo aumentaram significantemente em comparacao com
os do grupo controle (p <0,05) e permaneceram estaveis.
Isso confirmou que a mucosa da TA teve uma reacdo alérgica,
permaneceu em um nivel elevado por um periodo tempo no
modelo de OMEo induzido pela mecanismo imunoldgico. A

704



Brazilian Journal of Otorhinolaryngology 2022;88(5):701-707

b
Mg ~ 3y LY, ™™,
- . - “.. - S q
S N
. e ) - . .
.,','{'f p, Y 4
£ j 4] v *y
l‘t/: 5/‘({ : . -
& ) z
‘

Figura 3

(A) Infiltracdo de mastdcitos no tecido ao redor da tuba auditiva no grupo A. A seta preta indica mastocitos. O asterisco

(*) corresponde ao lUmen tubario (coloragcdao com azul de toluidina x 400). (B) Degranulacdo de mastocitos ativos no tecido ao redor
da tuba no grupo A. A seta preta aponta para mastocitos ativados (coloracao com azul de toluidina x 1000).
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(A) As contagens de eosindfilos no grupo A foram significativamente maiores do que no grupo B e a diferenca foi

estatisticamente significante (p <0,05). (B) O nUmero de mastocitos no grupo A foi significativamente maior do que no grupo B e a
diferenca foi estatisticamente significante (p <0,05). (C) As contagens de neutrofilos ndo diferiram significantemente entre os dois

grupos.

partir dessa perspectiva, os fenomenos clinicos citados, em
que alguns pacientes com OMEo nao apresentam obstrucao
mecanica da TA, sintomas de infeccdo aguda ou sintomas
prolongados, poderiam ser explicados, mesmo apods a fase
aguda ter passado.

Neste experimento, observou-se que os eosinofilos e
mastocitos estavam aumentados no grupo OMEo, mas os
neutrofilos ndo diferiram significativamente entre os grupos;
isso excluiu fatores de infeccao e assegurou a confiabilidade
da moldagem, sugeriu que a resposta imune desempenha até
certo ponto um papel importante na ocorréncia de OMEo.
Além disso, ativacao e degranulacao dos mastocitos também
foram observados sob a coloracao com azul de toluidina. Um

estudo anterior mostrou que a ativacao dos eosinofilos e dos
mastocitos pode liberar varios mediadores biologicamente
ativos, como histamina, prostaglandinas e leucotrienos, que
podem causar edema tecidual e aumentar o transudato.?®
A analise da mucosa da TA e do edema ciliar pela coloracao
H&E mostrou que a obstrucdo mecanica causada pelo
estreitamento da tuba auditiva foi uma das causas da OMEo.
A reacdo inflamatoria alérgica ocorreu tanto na mucosa
da orelha média quanto na mucosa da TA e aumentou o
transudato da cavidade da orelha média, levou a uma
sobrecarga de drenagem. Além disso, o aumento do volume
de drenagem na TA causou um estreitamento adicional
na TA, elevou a resisténcia a excrecdo. Esse pode ser
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Figura 5

10.0um

(A e B) Estrutura morfoldgica da mucosa da tuba auditiva no grupo A sob MEV. Ha uma perda significativa e descontinua

de cilios na mucosa da TA. O numero de células ciliadas na area de abertura proximal a cavidade timpanica esta significativamente
reduzido e a densidade diminuida. Em (A), a seta preta esta direcionada para a area com auséncia de cilios. Em (B), a seta preta
obviamente aponta para um deposito de cilios e uma area de agrupamento macico. (C e D) Estrutura morfologica da mucosa da
tubaria no grupo B sob MEV. Em (C), toda a superficie da mucosa da TA esta recoberta por cilios, sem perda ciliar ou deposito
evidente. Em (D), as células ciliadas estao espalhadas no meio da mucosa; a letra **G’’ indica células caliciformes.
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Figura 6 O numero de células ciliadas no grupo A foi sig-
nificantemente menor do que no grupo B. A diferenca foi
estatisticamente significante (p <0,05).

considerado como o mecanismo de ocorréncia e desenvol-
vimento da OMEo.

O MEV tem muitas vantagens observacionais. Sua imagem
tem uma ampla gama de ampliagdes, de dez vezes a varias
centenas de milhares de vezes, e é apresentada em alta
resolucdo. A razao de resolucado entre o microscopio optico
e 0 microscopio eletronico de varredura é de até 3nm e
fornece as condigcdes necessarias para contar as células
ciliadas e observar microalteracoes. Neste estudo, foi muito

importante que uma perda significativa de cilios na mucosa
da TA dos ratos do grupo OMEo e uma grande variedade
de acumulo de cilios fossem claramente observadas. Além
disso, a reducdo do nimero de células ciliadas efetivas foi
vital para a comparagao com o grupo controle, o que pode
ser observado claramente em MEV.

Neste estudo, o nimero de células caliciformes aumen-
tou significativamente. Sem dlvida, a reducao das células
ciliadas e a morfologia ciliar anormal afetam seriamente a
funcdo drenagem da efusdo pela TA na orelha média. Ao
mesmo tempo, o aumento de eosindfilos, mastdcitos e célu-
las caliciformes leva ao aumento do muco da TA, causa
blogueio e aumenta ainda mais a carga de fluidos a ser
drenada na orelha média. Como a frequéncia de movimen-
tos dos cilios vivos na mucosa da TA é grande e facilmente
afetada pelo ambiente e pelos métodos de medicao, é difi-
cil calcular a contagem de depdsito e acimulo das células
ciliares. Combinado com o edema de cilios observado na
coloracdo de H&E e o 6bvio acimulo e depoésito de cilios
observados em MEV, a frequéncia de oscilacao dos cilios vivos
também esta significativamente reduzida, o que pode ter um
efeito negativo na mucosa da TA.

Considerando as limitacoes deste estudo, objetivamos
agora observar os cilios vivos e estudar os mecanismos
moleculares subjacentes, a fim de fornecer evidéncias
objetivas sobre a patogénese da OMEo a serem usadas na
sua prevencao e tratamento.
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Conclusao

Este estudo confirmou o papel da disfuncao da TA na pato-
génese e no desenvolvimento da OMEo do ponto de vista
histopatogico e morfoldgico, causada pela alergia. O estudo
aprofundado da patogénese da OMEo ajudara a encontrar
métodos eficazes e vidveis para a prevencao e o tratamento
da doenca, que sao de grande importancia para acelerar a
recuperacao da doenca, reduzir o custo econémico sobre
os pacientes e melhorar a fala de criancas em idade pré-
-escolar.
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