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RESUMEN

| epitelio del colesteatoma se caracteriza por una disregulacion de

los queratinocitos acompafiada de una destruccion de la cadena

osicular y de otras partes dseas del hueso temporal. Los métodos
inmunohistoquimicos con anticuerpos a la fibronectina, la tenascina y a
las metaloproteinasas pueden emplearse para evaluar las alteraciones
de los componentes intrinsecos y extrinsecos de la membrana basal. La
orientacion espacial queda preservada en los cortes histoldgicos. El cola-
geno tipo IV, la tenascina, la fibronectina, el factor basico de crecimiento
fibroblastico (bFGF) y las metaloproteinasas de la matriz (MMP) estén
relacionadas con la matriz y perimatriz de tejido normal y alterado, por

los que se estudian inmunohistoquimicamente, en 20 colesteatomas, 8
muestras de piel normal de CAE y 6 biopsias de mucosa normal de oido
medio. Los colesteatomas presentaron alteraciones de la membrana ba-
sal con la presencia anormal de MMP y una inmunorreactividad linear
para el coldgeno tipo IV y la laminina, interrumpida en zonas con una in-
flamacién intensa. El microscopio electrénico evidencié protrusiones, du-
plicaciones, engrosamientos y rupturas de la ldmina densa de la mem-
brana basal. Se concluye, que las MMPs y el bFGF podrian tenerr un
papel importante en el mantenimiento de la actividad proliferativa y del
comportamiento agresivo del colesteatoma de oido medio.
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Factor basico de crecimiento fibrobastico. Tenascina. Fibronectina. Colageno tipo IV.

ABSTRACT

ALTERATIONS OF THE BASAL MEMBRANA IN MIDDLE
EAR CHOLESTEATOMA

holesteatoma epithelium is characterized by a keratinocyte

disregulation accompanied by destruction of the ossicles and

other bony parts of the temporal bone. Immunohistochemical
methods using antibodies to fibronectin, tenascin and metalloproteina-
ses were used to assess the alterations of the instrinsic and extrinsic
components of the basement membrane. Spatial orientation of the ba-
sement membrane was preserved in histological sections. Collagen ty-
pe |V, tenascin, fibronectin, basic fibroblastic growth factor (bFGF),
and matrix metalloproteinases (MMPs) are related to the matrix, peri-
matrix of normal or pathological tissues. They were studied immu-

nohistologically in twenty cholesteatomas, eight samples of normal au-
ditory canal skin, and six specimens of normal middle ear mucosa.
Cholesteatomas displayed alterations of the basal membrane, with
presence of MMPs and a linear immunoreactivity for collagen type IV
and laminin, disrupted in areas with intense inflamation. The electronic
microscope revealed protrusions, duplications, thickening and disrup-
tions of the lamina densa of the basement membrane. Thus, we con-
clude, that MMPs and bFGF could play an important role maintaining
the proliferative activity and the aggressive behaviour of cholesteato-
ma in the middle ear.
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INTRODUCCION

El estudio de la membrana basal con el microscopio
Optico demuestra una capa de matriz extracelular sepa-
rando el epitelio del tejido conjuntivo’. A nivel ultraestruc-
tural revela que se trata de una estructura compleja
compuesta de dos capas: la lamina lucida o rara y la Ia-
mina densa®. Desde un punto de vista bioquimico la red
de colageno y elastina es extraordinariamente heterogé-
nea'®. Sus componentes se encuentran embebidos en
una sustancia basal gelatinosa, constituida por proteogli-
canos, glucoproteinas, moléculas de adhesién de origen
colagénico y no colagénico, como la laminina, la tenasci-
na y la fibronectina®’.

La laminina es una glicoproteina producida por las
células epiteliales®. Se trata de un complejo flexible de
tres cadenas largas de polipéptidos que configuran una
cruz asimétrica, sirviendo de proteina adhesiva, capaz
de actuar con las superficies celulares y apoyando de
esta manera la unién de las células con la membrana
basal (MB).

La tenascina parece tener un papel importante en la
organizacién del crecimiento de la matriz extracelular en
el proceso de crecimiento tumoral y de metastasis®. Se
encuentran dos tipos de fibronectina: un multimero inso-
luble en células y un dimero soluble en plasma’. En el
proceso cicatricial la fibronectina tiene un papel impor-
tante; promueve la distribucidon de las plaquetas en la
herida, la adhesion y migraciéon de los neutréfilos, mono-
citos, fibroblastos y células endoteliales hacia la zona de
la herida o lesién, asi como la migracién de células epi-
dérmicas a través del tejido de granulacién®. En la sinte-
sis de la matriz la fibronectina parece involucrada tanto
en la organizacion del tejido de granulacion como de la
MB®.

El factor basico de crecimiento fibroblastico (basic fi-
broblast growth factor -bFGF), otro de los componentes
de la MB asociado a los proteoglicanos, es uno de los
estimuladores mas potentes de la proliferacion de célu-
las endoteliales y de fibroblastos®. El bFGF pertenece a
la familia de factores de crecimiento fibroblasticos consti-
tuido por polipéptidos diferentes, pero relacionados es-
tructuralmente®.

Las metaloproteinasas de la matriz (matrix metallo-
proteinases -MMPs) son enzimas proteoliticos que pue-
den tener un papel regulador importante en la morfogé-
nesis tisular, la diferenciacion celular y la capacidad de
invasion de células tumorales'". Ellas representan una
familia de enzimas relacionadas estructural y funcional-
mente siendo responsables de la degradacion proteoliti-
ca de los componentes de la matriz extracelular, como
de la MB o del estroma intersticial. Las MMPs participan
activamente en la remodelacion del tejido normal, asi co-
mo en la cicatrizacidén. Estos enzimas proteoliticos ate-
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nudan su actividad por la accién de los inhibidores tisula-
res de las metaloproteinasas (tissue inhibitors of metallo-
proteinases -TIMPs)"",

El presente trabajo, realizado en colesteatomas del
oido medio, estudia el tipo, la distribucién y las modifica-
ciones de los distintos componentes intrinsecos y extrin-
secos de la MB, asi como las metaloproteinasas de la
matriz mediante técnicas inmunohistoquimicas y micros-
copio electronico. Se enfoca el trabajo sobre la regién de
la MB para buscar su posible papel en la patogenia del
colesteatoma y se intenta dilucidar el comportamiento al-
terado de los queratinocitos observado en esta
patologia™™.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras de tejido se obtuvieron de pacientes
operados de colesteatoma. En total se estudiaron 20
colesteatomas, 8 biopsias de piel normal de conducto
auditivo externo (CAE) y 6 muestras de mucosa de oido
medio normal extraida del promontorio en los mismos
pacientes intervenidos de colesteatoma. En todos los
pacientes se obtuvo el consentimiento informado para
tomar una pequena biopsia, tanto de piel de CAE como
de mucosa del promontorio.

Se analizé la expresion de los componentes de la
matriz extracelular y las metaloproteinasas de matriz en
las biopsias extraidas. El tejido se traté de la siguiente
manera: fijacién en formalina, colocacién en parafina,
secciones de 4 pm y marcaje con el complejo avidina-
biotina (ABC). Todas las muestras fueron examinadas de
rutina con la tincion hematoxilina-eosina (HE). Las mues-
tras de cinco colesteatomas se investigaron con el mi-
croscopio electréonico de transmision.

Se emplearon los siguientes anticuerpos policlonales
y monoclonales (tabla 1). La tinciéon inmunohistoquimica
se realizé con la técnica ABC (Vectastain, Laboratorios
Camon, Wiesbaden, Alemania) de acuerdo con el méto-
do descrito por Hsu y cols.”. Los cortes seriados de
parafina de 4 pm se dispusieron sobre cristales con poli-
I-lisina al 10% (Lab. Sigma, Deisenhofen, Wiesbaden),
se desparafinaron, hidrataron y secaron en una noche a
37°C. Los anticuerpos (tabla 1) se diluyeron con suero
salino fosfatado (PBS, pH 7,4) con 0,1% BSA. La peroxi-
dasa enddégena se eliminé mediante el tratamiento con
H,O, al 1% a temperatura de habitaciéon durante 10 mi-
nutos y una unién con proteina no especifica por incuba-
cion con suero de GOAT al 10% a 20° C durante 20 mi-
nutos. Una vez lavado el PBS, los cortes se incubaron
durante 30 minutos con el anticuerpo secundario
(Vectastain-Kit, Laboratorios Camon, Wiesbadem Alema-
nia), seguido de una incubacion con el complejo avidina
y peroxidasa biotinilada durante 30 minutos a temperatu-
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Antigeno

Colageno tipo IV

Tenascina

Fibronectina

Laminina

Factor de crecimiento fiobroblastico basico
Metaloproteinasas de matriz (MMP 1)
Metaloproteinasas de matriz 2 (MMP 2)
Metaloproteinasas de matriz 3 (MMP 3)

Tabla 1
Anticuerpo Dilucion Fuente

anti-human collagen tipo 1V, monoclonal 1:40 DAKO, Hamburgo, Alemania
anti-human tenascin, monoclonal 1:40 DAKO, Hamburgo, Alemania
anti-human fibronectin, monoclonal 1:100 DAKO, Hamburgo, Alemania
anti-human laminin, monoclonal (cadena A) 1:40 DAKO, Hamburgo, Alemania
anti-human bFGF, monoclonal 1:40 R&Systems, Wiesbaden, Alemania
anti-human MMP1, monoclonal 1:40 Dianova, Hamburgo, Alemania
anti-human MMP2, monoclonal 1:40 Dianova, Hamburgo, Alemania
anti-human MMP3, monoclonal 1:40 Dianova, Hamburgo, Alemania

ra de habitacién y tratamiento con 3-amino-9etilcarbazol
(Lab. Camon, Wiesbaden, Alemania), conllevando a un
precipitado de color rojo.

La contratincién se realizé con la hematoxilina de
Meyer, después se deshidrataron los cortes y se monta-
ron en un medio de montaje sintético. Los sueros prein-
munes y la omisién del anticuerpo primario se usaron
como controles negativos. La demostraciéon inmunohisto-
quimica del colageno tipo IV y de la laminina en la mem-
brana basal endotelial sirvieron como control interno po-
sitivo.

Para los estudios ultraestructurales las muestras se
fijaron en glutaraldehido al 3,5% con 0,05M de buffer de
sodio fosfatado (pH 7,4%) a 4° C durante 1 hora. Des-
pués se fijaron en tetréxido de osmio al 1% (pH 7,4) por
dos horas y se lavaron tres veces durante 5 minutos con
PBS. El tejido se deshidratd con etanol y 6xido de propi-
leno y se colocdé en durcupan (Balzers, Walluf, Alema-
nia). Los cortes semifinos de 1 ym fueron tefiidos con
azul de toluidina para una orientacion preliminar. Cortes
de aproximadamente 90 nm fueron tefiidos con acetato
de uranilo y citrato de LEAD para los estudios de mi-
croscopia electrénica con un Zeiss 910, 50-80 kV.

RESULTADOS
Mucosa normal de oido medio y piel de CAE

El colageno tipo IV, la laminina y el bFGF mostraron
una expresion inmunorreactiva en linea a lo largo de la
membrana basal de piel normal de CAE y de oido me-
dio. La fibronectina y la tenascina marcada revelaron
también un patron linear continuo, pero en el area extrin-
seca de la zona de la membrana basal. La fibronectina
no demostré ninguna inmunorreactividad especifica en
ambos epitelios. Ninguna de las MMPs investigadas™ se
detecté en ambos tejidos.

Colesteatoma de oido medio

En 8 de las 20 muestras el colageno tipo IV y la la-
minina no se tineron en la membrana basal subepitelial,
tomando como control positivo los vasos subepiteliales
adyacentes. Los doce casos con inmunorreactividad
positiva para el anticuerpo contra el colageno tipo IV y el
anticuerpo contra la laminina revelaron una tincion clara
linear de la membrana basal intrinseca con interrupcio-
nes focales de la tincidn especialmente en areas con
una inflamacion subepitelial intensa. En la unién muco-
cutanea entre el colesteatoma y la mucosa de oido me-
dio se observé una expresion inmunorreactiva interrum-
pida continuamente para el coldgeno tipo IV, que
aparecia menos intenso por debajo del epitelio colestea-
tomatoso (figura 1A).

No obstante, la expresion de fibronectina y de tenas-
cina se encontrd llamativamente incrementada en la
zona extrinseca de la MB (figura 1B). La expresion de

Figura 1A. Tincion de colageno tipo IV en la unién mucocutanea.
La inmunorreactividad para colageno tipo IV aparece menos
intenso por debajo del epitelio de colesteatoma (x400).
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Figura 1B. Inmunorreactividad para tenascina, marcadamente
incrementada en la zona extrinseca de la membrana basal y el
tejido conjuntivo subepitelial adyacente (x200).

Figura 3. Células inmunorreactivas a MMP 2 en la perimatriz del
colesteatoma de oido medio adyacente a la membrana basal
(x400).

fibronectina se observa en la superficie de las fibrillas de
colageno, en las células endoteliales de los vasos san-
guineos, en los fibroblastos y macréfagos. Un patrén
reticular de tincién se observaba en el estroma del
colesteatoma, con regiones de diferente intensidad de
expresion. La tinciéon inmunohistoquimica de las mem-
branas subepitelial y vascular para bFGF se hallé
marcadamente reducida con focos de interrupcion.
Numerosas células del infiltrado celular inmune, presumi-
blemente monocitos, macréfagos y mastocitos, mostra-
ron en el citoplasma una tincion positiva al anticuerpo
anti-bFGF.

La expresion de las metaloproteinasas 1-3 presenté
una intensidad diferente en los fibroblastos, células
endoteliales y macréfagos. Observamos una estrecha re-
lacién entre la tincién inmunohistoquimica de las MMP y
el grado de inflamacién (figuras 2 y 3).

Figura 2. Demostracion inmunohistoquimica de MMP 3 en
colesteatoma de oido medio. Tincién positiva de células
inflamatorias en el tejido conjuntivo subepitelial (x400).

Microscopia electrénica

La MB del colesteatoma de oido medio exhibia dos
capas principales, la lamina rara o licida y la densa. Los
queratinocitos de la MB demostraban hemidesmosomas
distinguidas en nuimero y estructura. En esta area se
observé un numero marcadamente elevado de tonofila-
mentos, irradiando desde la base de las células basales
hasta la ldamina densa. Detectamos una deposicién au-
mentada de colageno debajo la membrana basal epitelial,
demostrando una agregacion fibrilar atipica. La lamina fi-
brorreticular del colesteatoma revel6 fibrillas de anclaje y
material amorfo disperso de fibrillas finas y fibrillas de
colageno dispuesto irregularmente. En la ldamina densa
se observaron protrusiones de la MB, reduplicaciones,
engrosamientos e interrupciones focales (figura 4).

Figura 4. Imagen al microscopio electrénico de la zona de la
membrana basal demostrando fibrillas de anclaje y material amorfo
con arreglo irregular de fibrillas de colageno y fibrillas finas.
Protrusiones de la membrana basal, duplicaciones y rupturas
focales (flechas) se observan en la lamina densa (x20.000).
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DISCUSION

El colesteatoma se caracteriza anatomopatoldgica-
mente por la presencia de epitelio escamoso en el espa-
cio del oido medio®™. En los colesteatomas secundarios
el epitelio se origina de las células basales de la mem-
brana timpanica o de la piel de CAE adherida a la mem-
brana timpanica. En la piel de CAE las células basales
se encuentran en contacto directo con la MB, se sueltan,
emigran verticalmente y se diferencian'*. Por el contra-
rio, durante el desarrollo del colesteatoma los queratino-
citos basales emigran lateralmente para sustituir a la
mucosa del oido medio y mantenerse en un estado de
hiperproliferacion'".

La pérdida de colageno tipo IV y laminina podria in-
dicar que el epitelio del colesteatoma emigra hacia la ca-
ja del oido medio empleando la membrana basal original
de la mucosa como estructura guia'™. Nuestros resulta-
dos demuestran una expresion continua para colageno
tipo IV y laminina en la membrana basal de muestras
menos inflamadas de colesteatoma. Por el contrario,
cuanto mayor es la inflamacion del colesteatoma la
membrana basal revela discontinuidades y una ausencia
de la expresién al coladgeno tipo IV y a la laminina. Esto
podria deberse a un ensamblaje incompleto o a la libe-
ralizacion del “turnover” de estas proteinas'*®.

La fibronectina y la tenascina son glicoproteinas am-
pliamente depositadas en las lesiones inflamatorias croni-
cas que juegan un papel importante en la reparacion de
heridas o lesiones**'. Ambas se conocen como mediado-
ras de la adhesién de fibroblastos y células endoteliales
“in vitro” y de apoyar la migracién y proliferaciéon de que-
ratinocitos “in vitro™. La comparacién de la cicatrizacién
epitelial en piel y en cérnea demuestra patrones similares
al desarrollo del colesteatoma'. El colesteatoma presenta
unas cantidades significantes de fibronectina y tenascina
en el tejido conjuntivo subepitelial y el tejido de granula-
cion. Dado que la sintesis y los depdsitos de fibronectina
y de tenascina persisten en el colesteatoma, éste puede
definirse como una herida no cicatrizante™.

El bFGF, como uno de los factores principales de la
membrana basal unido a los proteoglicanos, es uno de los
factores angiogénicos mas potentes®®. La degradacion de
la MB observada es el resultado de los bFGF almacena-
dos fisiolégicamente, un mecanismo que podria contribuir
al aumento de la actividad proliferativa de la matriz®*.

Abramson y Huang® encontraron altas concentracio-
nes de colagenasa en el colesteatoma de oido medio.
Las rupturas de la MB asociadas a la inflamacién proba-
blemente se deba a la liberaciéon de enzimas proteoliti-
cas, como las metaloproteinasas, cuya liberaciéon se co-
noce en el transcurso de algunos procesos fisioldgicos y
patolégicos, como la angiogénesis, la reparacion cicatri-
cial y la inflamacion™". Las MMP segregadas por células
inflamatorias apoyan su migracién desde la circulaciéon
sanguinea, atravesando endotelios, membranas basales
y matriz extracelular, hacia el tejido periférico™. Nuestros
resultados demuestran una expresién incrementada de
las MMP investigadas en las células inflamatorias de la
perimatriz, que podrian inducir la degradacion observada
en la MB de colesteatomas. Banerjee y cols.?** estudian
especificamente las metaloproteinasas 2, 3 y 9 no ha-
llando una diferencia significativa entre la piel de CAE y
el colesteatoma, mientras si encuentran un incremento
de la metaloproteinasa-1 en colesteatomas y en tejido
de granulacion?®.

El estudio ultraestructural de la MB confirma los re-
sultados mediante la tincion inmunohistoquimica y en co-
lesteatomas inducidos experimentalmente®. El aumento
de los depositos de colageno por debajo de la membra-
na basal epitelial y el material amorfo disperso en la Ia-
mina fibrorreticular del colesteatoma probablemente sea
el resultado de un incremento de la sintesis de colageno
durante la inflamacién crénica y una mayor degradacion
de los componentes de la matriz extracelular. Las protru-
siones de la MB y las duplicaciones de la ldmina densa
podrian estar asociadas a una mayor actividad de los
queratinocitos del colesteatoma.

CONCLUSIONES

Se estudian inmunohistoquimica y ultraestructural-
mente la membrana basal y sus componentes en piel de
CAE normal, mucosa normal de oido medio y en coles-
teatomas. Nuestros resultados confirman una interaccion
alterada entre células y matriz extracelular en las mues-
tras de colesteatoma de oido medio. Se propone un
papel para los factores de crecimiento basicos fibroblas-
ticos (bFGF) y las metaloproteinasas de la matriz como
responsables de la actividad proliferativa mantenida y el
comportamiento agresivo en oido medio.
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