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RESUMO

A polipose nasossinusal frequentemente complica a evolugdo dos pacientes
com Fibrose Cistica. As citocinas nos polipos destes individuos s&o pouco
estudadas, assim como a importancia destas citocinas no prognostico e na resposta
terapéutica. O objetivo deste estudo foi analisar o perfil de citocinas em pacientes
com polipose nasossinusal, associada a Fibrose Cistica. Foram analisados os
seguintes aspectos: percentagem de eosindfilos e perfil das citocinas. Realizou-se
um estudo transversal, selecionando-se 13 pacientes com Fibrose Cistica e polipose
nasossinusal (grupo Fibrose Cistica). Seis pacientes (46,15%) eram do sexo
masculino, sete (53,85%) do sexo feminino e a média das idades foi de 22,45 anos
(6-57). O grupo controle foi constituido de 11 pacientes sem doenca nasossinusal e
teste alérgico negativo, submetidos a procedimentos cirargicos
otorrinolaringoldgicos. Cinco pacientes (45,45%) eram do sexo feminino, seis
(54,54%) masculinos e a média das idades foi de 17,7 anos (3-43). A percentagem
de eosindfilos foi analisada no fragmento do pdlipo nasal (grupo Fibrose Cistica),
através de estudo anatomopatoldgico, e o perfil das citocinas, pesquisado nos
fragmentos de mucosa (grupo Controle) ou pdlipo nasal (grupo Fibrose Cistica),
através da reacao reversa da cadeia de polimerase (RT-PCR). Foram estudadas as
transcricbes para as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IFN-y e GM-CSF, ajustadas pelo
valor da B-actina. No grupo Fibrose Cistica, trés (23%) pélipos eram eosinofilicos e
10 (77%) néao eosinofilicos. Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos
dois grupos em relacéo a idade (p=0,32). As interleucinas 5, 6, 8 e GM-CSF foram
semelhantes nos dois grupos, observando-se menores valores de IFN-y (p=0,03) e
forte tendéncia de aumento de IL-4 (p=0,06) no grupo Fibrose Cistica. As células
inflamatorias e estruturais, incluindo epitélio, fibroblastos e endotélio vascular, teriam
a habilidade de produzir RNA mensageiro para IL-4, bloqueando a producao de
outras citocinas como o INF-y, o que pode sugerir uma participagéo especial deste
mecanismo na formacao dos polipos nasais da Fibrose Cistica.

Palavras-chave : citocinas, polipose nasossinusal, fibrose cistica.



ABSTRACT

Nasal polyposis often complicates the progress of patients with cystic fibrosis.
There has been little study into the cytokines in the polyps of such individuals and the
importance of these cytokines in the prognosis and response to therapy. The aim of
the present study was to analyze the profile of cytokines in patient with nasal
polyposis associated to cystic fibrosis. The percentage of eosinophils and cytokine
profile were analyzed. A cross-sectional study was carried out on 13 patients with
cystic fibrosis and nasal polyposis (Cystic Fibrosis Group); six patients (46.15%)
were male and seven (53.85%) were female; average age was 22.45 years (6-57).
The control group was made up of 11 patients with no nasal condition and negative
allergy test, submitted to ororhinolaryngological surgery procedures; five patients
(45.45%) were female and six (54.54%) were male; average age was 17.7 years (3-
43). The percentage of enosinophyls was determined in fragments from nasal polyps
(Cystic Fibrosis Group) through an anatomopathological analysis and the cytokine
profile was researched in mucous fragments (Control Group) or polyps (Cystic
Fibrosis Group) through reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR).
Transcriptions were studied for the cytokines IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IFN-y and GM-
CSF, adjusted for the B-actin value. In the Cystic Fibrosis Group, three (23%) polyps
were eosinophilic and 10 (77%) were non-eosinophilic. There was no statistically
significant difference between groups with regard to age (p=0.32). Interleukins 5, 6, 8
and GM-CSF were similar in both groups, whereas there were lower IFN-y values
(p=0.03) and a strong tendency toward an increase in IL-4 (p=0.06) in the Cystic
Fibrosis Group. Inflammatory and structural cells, including epithelium, fibroblasts
and vascular endothelium, appear to have the ability to produce messenger RNA for
IL-4, blocking the production of other cytokines such as INF-y, which may suggest a
special participation of this mechanism in the formation of nasal polyps in cystic

fibrosis.

Key words : cytokines, nasal polyposis, cystic fibrosis.
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A polipose nasossinusal (PNS) é uma doenca inflamatoria crénica da mucosa
nasal, caracterizada pela presenca de podlipos nasais mdultiplos, de coloracdo
acinzentada, normalmente bilaterais e originada do meato médio® . Apresenta
epitélio pseudoestratificado, com membrana basal espessa, poucas glandulas,
auséncia de terminacées nervosas e infiltrado eosinofilico ou neutrofilico?.

Os poélipos eosinofilicos sdo a maioria absoluta, correspondendo a 85% dos
casos®. Quando em pacientes com Fibrose Cistica (FC), rinite vasomotora,
imunodeficiéncias e outras doencas muco-ciliares sao classificadas como nao
eosinofilicos (neutrofilicos), representando os 15% restantes®. Este pélipo é
caracterizado pela baixa resposta terapéutica ao uso de corticéides®.

Dentre as PNS nao eosinofilicas, associadas as patologias muco-ciliares,
destaca-se a mucoviscidose ou FC, doenca congénita, caracterizada por disfuncao
glandular exocrina, obstrucdo pulmonar crénica, insuficiéncia pancreédtica e
rinossinusopatia cronica’. E autossémica recessiva e apresenta incidéncia de 1 em
2000 a 1 em 2500 individuos®®. Os pélipos sdo encontrados em até 20% dos
pacientes com FC, devendo-se nestes casos confirmar o diagnostico através da

iontoforese do suor e do estudo genético™.

A PNS é uma manifestagéo clinica de doencas com diferentes etiologias e a
analise distinta dessas entidades é fundamental. Varios mecanismos patogénicos
tém sido propostos para explicar o seu desenvolvimento, destacando-se a teoria
alérgica e a inflamatéria”.

Durante muitos anos, acreditou-se que a polipose apresentava uma etiologia
alérgica, entretanto, essa evidéncia foi contestada por diversos autores® 3. O
microambiente inflamatorio, as citocinas, as moléculas de adesédo e o transporte
ibnico sdo os estudos mais recentes para esclarecer a patogénese da polipose
nasossinusal***®.

Com os grandes avancos da imunologia, diversos autores tentam identificar
os mediadores imunologicos envolvidos na génese da PNS em pacientes com FC. A
analise da PNS como uma doenga unica, descrita muitas vezes na literatura
mundial, utilizando-se de diferentes métodos na andlise, de diferentes mediadores
moleculares e sem distincdo da patologia associada, ndo permite conhecer a

evolucéo clinica de cada uma dessas entidades.
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Neste contexto, torna-se importante analisar localmente alguns mediadores
expressos nos polipos de pacientes com FC, ndo somente na tentativa de elucidar a
evolucdo natural dessa patologia, mas, também, colaborar no avanco do
conhecimento das citocinas envolvidas, contribuindo para o desenvolvimento de

novas armas terapéuticas.



2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1 Polipose nasossinusal

A PNS (FIG.1) é manifestacédo de doenca inflamatoria crénica, proliferativa, na
mucosa do nariz e seios paranasais, associada a doencas sistémicas e
caracterizada por degeneracao polipdide benigna™ % *’.

O primeiro relato ocorreu ha quase 5.000 anos, e referia-se como “uvas
descendo pelo nariz”. Hipocrates (460-370 AC) foi o primeiro a revolucionar o
tratamento cirargico da PNS, introduzindo diversas técnicas para exérese dos
polipos, enquanto Cato (234-149 AC) foi o pioneiro no tratamento medicamentoso
através da aplicacdo de ervas™®.

As gueixas mais comuns sao: obstrucdo nasal, devido ao efeito de massa;
aumento e retencdo de secrecdo, em consequéncia da diminuicdo do cleareance
nasal por auséncia dos cilios e lesédo da camada epitelial*® *°; hiposmia, secundaria
a inflamacdo e edema no neuroepitélio’®; cefaléia; alteracdo na qualidade da voz;

19, 20

infeccbes respiratdrias de repeticdo e agravamento da asma Dor facial e

cefaléia s&o raras® 2> .

Os polipos apresentam-se réseos acinzentados e translicidos', de
consisténcia mole e aspecto brilhante, geralmente bilaterais, indolores e né&o
sangrantes & manipulacdo®. Estdo aderidos & mucosa por um pediculo,
provenientes do complexo O6stio-meatal, principalmente entre hiato semilunar,
orificios das células etmoidais anteriores (48% no recesso frontal) e da superficie da

concha média. Os locais de menor incidéncia s&o a fenda olfatéria e septo nasal*® **

24'

Outras condicdes estdo associadas com pdlipos nasais, incluindo sindrome
de Churg-Strauss, sindrome de Young, sinusite flingica alérgica e discinesias
ciliares* 121321,

Na presenca de acometimento unilateral, deve-se fazer o diagndstico
diferencial com outras doencas localizadas, tais como: papiloma invertido, pélipo de
Killian, sinusite fangica, doencgas granulomatosas, neoplasias e menigoencefaloceles
com exteriorizac&o nasal®.

Seu tratamento ainda € insatisfatorio, permanecendo um alto indice de

recorréncia®?.
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FIGURA 1. Pdlipos de paciente com polipose nasossinusal.

2.1.1 Incidéncia

Acomete individuos adultos com prevaléncia de 0,5 a 4,3% da populacéo, e é
uma das doencas crénicas mais freqiientes do trato respiratério superior® %2,

Geralmente se manifesta ap6s os 20 anos, com pico aos 50 anos, rara em
criancas abaixo dos 10 anos (0,1%), exceto quando associada & FC* * ** 13, Esta4
aumentada nos pacientes com asma (7 a 15%), FC (7 a 56%) e intolerancia a
aspirina (36 a 96%)% %1325,

Existe uma alta taxa de recorréncia, aproximadamente 40%*3, principalmente
naqueles pacientes com intolerancia aspirinica, sinusite crénica e asma, indicando

um possivel controle genético na formacéo dos poélipos™.
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2.1.2 Etiologia

PNS geralmente estd associada a rinossinusite crénica, mas o inverso nem
sempre coexiste, pois apenas 20% dos pacientes com rinossinusite crénica
desenvolvem PNS?. Freqiientemente, PNS e rinossinusite cronica sdo consideradas
como doencga Unica, porém, até o momento, ndo esta estabelecido se a rinossinusite
cronica € o resultado de sinusites recorrentes com desenvolvimento de pélipos, ou
se s&o doencas distintas com seu préprio mecanismo fisiopatoldgico?.

A alergia foi, inicialmente, descrita em 1930 e 0 seu papel na patogénese da
PNS é controverso®®. Embora a patogénese da rinite alérgica seja imunoglobulina E
(Ige), sua frequéncia é de apenas 1,5% nos pacientes com polipos e niveis
similares de IgE foram observados em polipos de pacientes alérgicos e néo
alérgicos'® 1327 28,

Caplin et al. (1971)*, avaliaram 3.000 pacientes atépicos e encontraram
somente 0,5% de portadores de PNS, assim como outros trabalhos mostraram que a
incidéncia de eosindfilos em PNS de atépicos e ndo atépicos sdo similares® 23
Comparando pacientes nao alérgicos com asma e rinite alérgica, observou-se maior
indice de pélipos naqueles ndo alérgicos'®. A mesma tendéncia é observada na
rinite cronica, onde os polipos representam 5% de pacientes nao alérgicos, contra
1,5% de alérgicos® o %,

Segundo alguns autores, embora a alergia ndo seja o fator basico na
etiologia, esta estritamente associada aos estagios tardios da PNSE, a recorréncia e
ao desenvolvimento dos pélipos™ 2.

Véarias teorias como infeccdo cronica, intolerancia a aspirina, alteracao

14, 16, 24

aerodinamica de poluentes no meato meédio , aumento de exsudado na

mucosa nasal, infeccBes cronicas nasais, lesdo epitelial®

, distarbio genético, alergia,
disfuncdo do sistema nervoso autbnomo nasal, distarbios das células T e
anormalidades do metabolismo dos carboidratos foram propostas para explicar a
formacdo da PNS 12 14.16.33.34

Bernstein et al. (1995)*°, propuseram a teoria multifatorial na patogénese da
PNS: o fluxo aéreo na parede lateral do nariz ou infecgBes bacterianas e virais
produzem alteragBes inflamatérias na mucosa com ulceracdo e prolapso da

submucosa.
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Consequente reepitelizacdo e formacdo glandular formam os polipos. As
estruturas celulares produzem RNA mensageiro para o fator estimulador de col6nia
de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e outras citocinas, que representam a maior
via de amplificacdo da resposta inflamatoria. Assim, essa cascata imunolégica teria
efeito na integracao bioelétrica nos canais de sédio e cloro, com retencéo de liquido
no interior das células e da lamina propria, promovendo o edema, que representa o
principal achado na polipose nasossinusal eosinofilica (PNSE).

Parece existir um fator hereditario para o seu desenvolvimento, caracterizado
por uma histéria familiar em 14% dos pacientes™® e pela presenca de PNS em
gémeos idénticos *>*°.

HLA sado antigenos leucocitarios humanos, codificados no braco direito do
cromossomo 6, uma regido altamente polimorfica onde existem mais de 1000 alelos
diferentes. Pessoas com HLA-DR7-DQA1*0201 e HLA-DR7-DQB1*0202 tém duas a
trés vezes mais possibilidades de desenvolver PNS* 3638,

Segundo achados recentes, 0s superantigenos do Staphylococcus aureus
podem induzir a producéo local de IgE, associando-se ou provocando as respostas

inflamatoérias®® 4.

A andlise de IgE especifica revelou uma resposta para
enterotoxinas do Staphylococcus aureus em 30 a 50% daqueles com PNS, e em 60
a 80% dos portadores de pélipos e asma. A colonizagdo do meato médio por
Staphylococcus aureus foi maior na PNS (63,6%) quando comparada a rinossinusite
cronica (27,3%) e estava relacionada com a prevaléncia de anticorpos para
enterotoxina™.

O microambiente inflamatorio, as citocinas, as moléculas de adesdo e o

transporte iénico s&o os estudos recentes para esclarecer a sua patogénese**°.

2.1.3 Histologia

Os polipos caracterizam-se por tecido edematoso, consequente ao

extravasamento de plasma da juncdo endotelial dos vasos sanguineos® ® 2,

Apresenta epitélio colunar pseudoestratificado com células caliciformes, ciliares e,
em determinadas areas, epitélio de transicdo ou escamoso, ndo queratinizado, com

eroséo e reducdo da quantidade de células caliciformes® % 42,
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A membrana basal encontra-se espessada, as vezes erodida, indicando

processo inflamatério cronico® *%%4,

O estroma €& edematoso, infiltrado por
macréfagos, neutréfilos, linfécitos e baséfilos™ # & 2> 43O alto nivel de células
plasmaticas indica a grande producéo local de imunoglobulina, principalmente em
nivel das glandulas submucosas®. Segundo Park et al. (1997), este infiltrado celular
estaria em uma proporcdo similar aquela observada na mucosa bronquial de
asmaticos, sugerindo que os mecanismos inflamatorios seriam semelhantes nas
duas doencas™’.

Algumas vezes os polipos apresentam estroma fibrético com reduzido nimero
de vasos, proliferacdo de tecido conjuntivo, depésito de fibronectina e albumina?®.
Observam-se poucas glandulas e estrutura neural, principalmente em nivel
periférico, justificando a perda do ténus vasomotor * % 162639,

A grande variacdo histopatologica, presente em um mesmo polipo, reflete
grande dinamismo causado pelo trauma do fluxo aéreo, alergia e infeccdes™ *°,

Baseado nos achados histolégicos, a PNS pode ser classificada em quatro
tipos: eosinofilica (estroma edematoso com grande numero de eosindfilos), nao
eosinofilico ou neutrofilico (grande numero, neutrdfilos, linfécitos e poucos
eosinofilos), seromucinoso (predominio de glandulas seromucinosas) e atipicos
(estroma indiferenciado). Dentre os quatro tipos, o eosinofilico (85 a 90%) e o nao
eosinofilico ou neutrofilico (15 a 20%) sdo os mais observados® .

Ingels et al. (1997)*°, compararam a sensibilidade da pesquisa de eosinéfilos
por esfregagco e por biopsia, concluindo que os eosindfilos eram mais facilmente
observados na biopsia da mucosa nasal. Consideraram eosinofilica quando
observaram mais de quatro eosinofilos em quatro campos microscopicos de grande
aumento (400 vezes), ou o percentual de eosindfilos era superior a 20% das células
inflamatérias.

Pdlipos eosinofilicos apresentam membrana basal espessa, hialinizacdo
irregular do estroma, grande numero de eosindfilos e mucina neutra em suas
glandulas. Em contrapartida, os ndo eosinofilicos apresentam membrana basal
delicada sem hialinizacdo submucosa, poucos eosindfilos e predominio de mucina

acida nos ductos®®,
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2.1.3.1 Polipose nasossinusal eosinofilica

A PNSE associa-se com hiper-reatividade nasal e/ou brénquica e responde
bem & corticoterapia®. Engloba pacientes com diferentes fatores etiolégicos e
evolucdes clinicas em relacdo as vias aéreas superiores e inferiores. Apresentam
biépsia da mucosa ou do podlipo com eosinofilia superior a 20% das células
inflamatérias® %% .

A rinite eosinofilica ndo alérgica (NARES) é responsavel pela maioria das
PNSE, freqientemente associada a hiper-reatividade brénquica, anosmia e testes
cutaneos negativos'® 23645,

Triade aspirinica, também conhecida como Sindrome de Fernand — Widal &
encontrada em 5 a 35% das PNS" *°. Caracteriza-se pela presenca de intolerancia
aspirinica, e esta associada a asma intrinseca, intolerancia a antiinflamatorio néo
esterdide (AINE)" *. Os pacientes manifestam broncoespasmo agudo e rinorréia até
trés horas apés ingestdo de aspirina™>.

A rinite alérgica se apresenta por hiper-reatividade nasal, os pacientes
demonstram histéria familiar positiva, e a sintomatologia inicia-se na infancia. A
presenca de poélipos ndo é mais frequiente que a populagédo normal, entretanto pode
estar relacionada & maior freqiiéncia de recidivas™® 3'. O teste cutaneo é positivo
para alérgenos respiratérios”.

Na sinusite fungica eosinofilica, a PNS se manifesta em 85% dos casos,
enquanto que na Sindrome de Churg - Straus observa-se inflamacdo granulomatosa
necrosante, vasculite, intensa eosinofilia vascular e extravascular, asma de dificil

controle e pélipos em 34 a 50% dos casos* *°.

2.1.3.2 Polipose nasossinusal ndo eosinofilica (Neu  trofilica)

A polipose nasossinusal ndo eosinofilica (PNSNE) ndo demonstra boa
resposta terapéutica ao uso de corticdides, e 0s pacientes apresentam biépsia da

mucosa ou do pélipo com eosinofilia inferior a 20% das células inflamatérias® °.



24

Na rinite vasomotora, observa-se uma predominancia do sistema nervoso
parassimpatico, caracterizada por rinorréia, obstrucdo nasal, crises esternutatérias
ou prurido. N&o ha exacerbacéo dos sintomas por exposicéo a alérgenos e os testes
cutaneos sdo negativos®.

Imunodeficiéncias podem ser primarias ou adquiridas, manifestando por
infeccdes nasossinusais cronicas e PNS®.

As discinesias muco-ciliares sdo doencas congénitas com alteracdes da
mobilidade ciliar ou espessura do muco. Os achados principais sao infeccbes
nasossinusais, infertilidade, bronquiectasias, PNSNE, infec¢bes otologicas e
pulmonares. Estdo representadas pela Sindrome de Young, Sindrome de

Kartagener e FC* > 13,

2.1.4 Mecanismos moleculares da PNS

O tecido polipoide é infiltrado, predominantemente, por eosindfilos, linfocitos,
neutrdfilos, células T ativadas e mastdcitos %> %3,

Acredita-se que os eosindfilos sdo os agentes principais na patogénese da
PNS, correspondendo a 60% da populacéo celular® > 4% *°_ Eosinofilia, no sistema
respiratorio, pode estar relacionada ndo somente ao estado alérgico como também a
infeccéo por fungos, virus, Staphylococcus aureus e NARES?® #°.

Os eosindfilos produzem citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento,
estendendo sua sobrevida, infiltracdo tecidual, citotoxicidade, neurotoxicidade e

1,26.33,34 Quando ativados, originam

inibicdo programada da morte celular (apoptose)
um grande numero de proteinas, como proteina catibnica eosinofilica (ECP),
peroxidase eosinofilica (EPOs), proteina basica principal (MPB), neurotoxina
derivada de eosinofilo (EDN) que possuem grande capacidade de leséo epitelial e
destruicdo da membrana basal'* 2% 3* 4! 530 fontes de fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), fator transformador de crescimento beta (TGF- ), interleucina trés (IL-
3), interleucina quatro (IL-4), interleucina cinco (IL-5), interleucina seis (IL-6),
interleucina oito (IL-8), regulated and normal T cell expressed and secreted
(RANTES) e granulocyte/macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF), as quais

apresentam importantes efeitos autdcrinos e moduladores de outras células
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17, 28, 52

inflamatorias . A IL-3, IL-4, IL-5 e GM-CSF s&do as principais citocinas

relacionadas a eosinofilia tecidual®®.

Os neutrofilos sdo agentes importantes na primeira linha de defesa do
sistema imune contra microorganismos invasores>. Em nivel celular, eles liberam
elastase, responsavel por lesdes importantes na mucosa e prolongamento dos
processos inflamatérios na PNS®. Sua mobilidade e fagocitose respondem a uma
variedade de estimulos, dentre os quais se destacam o0s lipopolisacarideos
bacterianos (LPS) e GM-CSF>*. Aumento de GM-CSF, por sua vez, acarreta maior
producéo de IL-8, estimulando os neutréfilos e inibindo sua apoptose®. Na PNSNE,
os niveis de interleucina 1 B (IL-1B), IL-8 e interleucina 13 (IL-13) estariam
aumentados®?.

As células mais importantes na resposta imune sdo os linfécitos,
principalmente CD8 (supressor). Estes sdo encontrados em maior quantidade do

que os CD4 (helper)?” *°

, embora estes dados sejam questionados por outros
autores®®. Os linfécitos T e B sdo células reguladoras e efetoras na resposta
inflamatoria, e mudancas locais no numero de células T, possivelmente, resultam em
uma alteracdo na defesa imunomediada celular’’. As células CD4* apresentam dois
subgrupos de células T helper, designados de “Th1” e “Th2”, distintos pelo perfil das
citocinas, produzidas apds ativacdo por antigenos®® *°. As células “Th1l” secretam
principalmente o interferon gama (IFN-})), IL-2 e interleucina 12 (IL-12), enquanto as
citocinas IL-3, IL-4, IL-5 e IL-10 s&o as principais “Th2"% 2% O padrdo de resposta
inflamatoéria nos pélipos alérgicos envolve a producéo de IL-3, IL-4, IL-5 e GM-CSF,
engquanto nos eosinofilicos ndo alérgicos as citocinas IL-3, GM-CSF e INF-yséo as

21, 36, 60, 61

mais observadas . Entretanto, quando comparados estes dois grupos,

outros autores ndo evidenciaram diferencas de IL-4, IL-5 e INF-)3% %263,

Analises imunohistoquimicas mostram que os linfocitos T estdo aumentados
em todos os pacientes com PNS®*. Estes linfécitos sdo responsaveis pela liberacdo
de IL-2, IL-3, IL4, IL-5, GM-CSF e IFN-y*" >

Os mastocitos sao importantes nas doencas mediadas por IgE com liberacdo
significativa de histamina e leucotrienos, tanto em estimulagdes imunoldgicas,
quanto ndo imunolégicas'’. Suas degranulacdes parecem ndo serem IgE
dependentes e, sim, devido a citocinas liberadas por células CD4'T ativadas®.

Seus valores ndo estdo aumentados na PNSNE, expressando uma variedade de
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citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, GM-CSF, TNF-a e IL-8" . Através de IL-4 e
IL-13 sdo capazes de regular a liberacdo de GM-CSF e RANTES pelas células
epiteliais e fibroblastos, indicando um ciclo vicioso que mantém o0 processo
inflamatério pelos eosinéfilos® 343 2,

Células nao linféides HLA-DR++, como 0s macrofagos, possivelmente
participam do controle imune e na apresentacdo de antigenos®’” ¥, e sdo
abundantes no estroma dos polipos e regides epiteliais da concha média. Sua
presenca significa uma reacédo inflamatoria ativa, incluindo supressao das respostas
inflamatérias através da diminuic&o dos linfocitos CD8+2" *°,

Células estruturais como epitélio, fibroblastos e células endoteliais sao
.57 sendo fontes de TNF-a ,
IL-1B, IL-6, IL-8, TGF-B , GM-CSF, RANTES e eotaxinas > *" °" % Nos meios de

cultura de epitélio polipdide, detectaram-se aumentos na concentracdo de GM-CSF

fundamentais para a resposta inflamatoria nos polipos

e IL-6, mas somente GM-CSF foi produzido em valores significativos, contribuindo

para o acimulo de eosinéfilos (teoria micro-ambiental)?.

2.1.5 Citocinas e pélipos nasais

As citocinas séo proteinas de baixo peso molecular com fungdes reguladoras,
essenciais para o crescimento, diferenciacao, reparo tecidual, fibrogénese e ativacéo
de células imunolégicas® >3. Atuam em processos inflamatérios e as principais
fontes sédo as células epiteliais, fibroblastos, eosinofilos, mastécitos, macrofagos,
células T e células endoteliais ™ ',

Vérias citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, TGF-B, GM-CSF, quimiocinas
(eotaxinas, RANTES, IL-8), moléculas de adesdo (VCAM-1, ICAM-1) estado
envolvidas na formacdo da PNS*® ®'. Elas influenciam a formacg&o dos pélipos por
dois mecanismos: estimulacdo do crescimento do tecido local (TGF-a e TGF-B) e
manutenc¢do permanente do estado inflamatério (IL-13, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
IFN- y, dentre outras)™.

Hamilos et al. (1995)* mostraram que as principais citocinas nos pacientes

com PNSE e teste alérgico positivo sdo GM-CS, IL-3, IL-4 e IL-5, enquanto naqueles
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com PNSE e teste alérgico negativo as de maior prevaléncia sdo GM-CSF, IL-3 e
IFN-y>3.

Varias citocinas atuam como proteinas antiinflamatérias, destacando IL-6, IL-
10, IFN-y e TGF- %,

Previamente conhecida como hemopoetina multiespecifica, IL-3 estimula a
proliferacdo e diferenciacdo de células hematopoéticas pluripotentes, produzida
principalmente pelos linfécitos T * *. E responsavel pela sobrevivéncia, diferenciacdo
e ativacdo dos eosindfilos, junto com IL-5 e GM-CSF, estando elevada na PNSE **
51, 52, 69.

IL-4 é produzida principalmente por linfocitos T, macréfagos, mastécitos e
estruturas tissulares dos pélipos® °. Transforma o linfécito T helper 1 (Thl) em T
helper 2 (Th2), processo essencial na producdo de IgE nos casos atopicos e de
regulacdo de moléculas de adesao de células vasculares 1 (VCAM — 1) nas células
endoteliais®. Conseqlientemente, observa-se aumento de linfécitos, mondcitos e

7436289 E 3 principal responsavel pela maturacao,

principalmente eosinofilos
enquanto IL3, IL-5 e GM-CSF respondem pela sobrevivéncia dos eosinéfilos®’.
Embora IL-4 esteja relacionada a alergia, o seu nivel € similar quando comparado 0s
pélipos alérgicos e os ndo alérgicos®* °.

IL-5 é uma citocina inflamatéria com padrao “Th2”, produzida principalmente
pelos eosindfilos, células T (CD3") e mastécitos®® *°. E a mais especifica para o

crescimento, diferenciacao, proliferacdo e aumento da sobrevida dos eosinéfilos®® >

62.69 "inibindo sua morte programada — apoptose’® **. Aumenta a liberagéo de ECP
(principal marcador da eosinofilia tecidual), induzindo a exudagéo e o aumento dos
polipos” *# 3. Grande aumento de RNA para IL-5 pode ser detectado nos polipos e
tem expressdo semelhante em alérgicos e nao alérgicos® % 434962

IL- 6 é secretada por células T, macrofagos, eosinofilos e células epiteliais,
apresentando capacidade de potencializar a producdo de IgE por IL-4 através das

B> 62 87 E de grande importancia na fase inflamatéria aguda e na

células
hematopoese®®, e varios estudos sugerem que ela apresenta uma série de efeitos
antiinflamatorios, preenchendo os sitios inflamatérios e limitando a acdo dos
neutrdfilos °.

IL-8 € responsavel pela indugéo e degranulacdo de neutréfilos, podendo estar

relacionada & atracdo de eosinéfilos em pacientes alérgicos™ ** ®2. Suas principais
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fontes sdo as células T, células endoteliais, fagdécitos mononucleares e outras
células inflamatérias™ ®®. Nos casos de processos inflamatérios cronicos, um ciclo
vicioso de exudato neutrofilico e de geracéo de IL-8 pode ocorrer pelo epitélio, assim
como inducdo de quimiotaxia eosinofilica, intermediado por IL-3, IL-4, IL-5 e GM-
CSF®,

IL-10 tem um papel importante na regulacdo das respostas imunes atraves da
inibicdo de macrofagos, células T e células natural killer (NK), bloqueando a ativacéao
das citocinas, principalmente IL-8 "*. Concomitante com IL- 4 estimula o aumento de
células B *°.

GM-CSF apresenta efeitos biologicos, regulando a sobrevida, proliferacéo,
ativacdo de granulécitos e a diferenciacdo de células hematopoéticas. Os
macrofagos, monaocitos, eosindfilos, linfocitos, as células epiteliais e endoteliais sao
as fontes primarias* ** °* 7> 73 pode ser produzida tanto por células “Th1” quanto
“Th2”, e é responsavel pela sobrevivéncia, diferenciacdo e ativacdo dos eosinofilos
junto com IL-5* 31 %2 %9 Naqueles pélipos com teste alérgico positivo, apresenta
uma relacéo estreita com IL-3 e IL-8 % ** %% % Aumenta a habilidade dos neutréfilos

28, 54

na eliminagdo de microorganismos patéogenos e, quando da presenca de VCAM

— 1 e molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM — 1), ativa e degranula os eosindfilos,

embora ndo possa afetar diretamente a sua adesdo®® ©°.

Estas acgbes sao
intermediadas por IL-4 e 1L-13%.

Ohno et al. (1991)°, mostraram que aproximadamente 30% dos eosinéfilos
apresentam expressdo genética para GM-CSF. Existem evidéncias de seu efeito
autocrino no aumento da sobrevida dessas células, migracao e viabilizacdo de suas

funcdes com liberacdo de MBP, ECP, EDN e mediadores lipidicos 22 *°.

O mecanismo de producdo do INF-y pelas células T é desconhecido,
sabendo-se que € um produto das células T helper, NK e células CD8" nos polipos
nasais®. Recentemente, constatou-se que origina de uma subpopulacdo especifica
de linfocitos T designados CD4Th1 e estd associada com a imunidade mediada por
células induzida por patégenos intracelulares® .

Eosindfilos, macrofagos e células NK séo ativados pelo IFN-y, participando da
retencdo de eosinéfilos e macréfagos nos locais de inflamacdo® *°. A producao pelas
células NK é intensa em resposta aos polissacarideos bacterianos’™, e

possivelmente, estd relacionado a ma resposta a corticoterapia, podendo servir
como marcador clinico de cronicidade da PNS'®.
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Estudos de Miller et al. (1994)"’, sugeriram que o INF-y tem importante papel
no recrutamento de eosindfilos na PNS de individuos alérgicos, encontrando células
“Th1”, com acumulo de INF-y e IL2. Estes autores estudaram o produto dos linfocitos
e concluiram que a reacéo inflamatoria do pdlipo nasal é diferente da encontrada na
resposta hipersensitiva tipo I.

TNF-a e IL-1B séo proteinas multifuncionais com grande espectro de efeitos
inflamatorios. Elas estimulam as células do estroma para liberar varias citocinas,
aumentando a adesao de granuldcitos aos vasos sanguineos, ampliando a migracao
transendotelial, piorando a citotoxicidade dos eosinofilos e acrescentando maior
lesdo epitelial'® 3* 8,

RANTES €& uma quimiocina liberada dos podlipos nasais em resposta a
fitohemaglutinina de pacientes atépicos e ndo atépicos’’. E produzida por
macréfagos, plaquetas, fibroblastos, linfocitos e células epiteliais apos ativagcédo por
INF-y e TNF-a, apresentando um forte efeito na ativacdo dos eosin6filos®® ®° 72, E,
junto com IL-8, a maior responsavel pelo aumento de neutrdéfilos e linfécitos na
PNSNE™.

TGF-B € importante para inducdo e proliferacdo de fibroblastos. Ela ndo é
observada na mucosa normal, e se encontra inativa nos polipos. Seu aumento esta

relacionado & maior fibrose do estroma®™ *°, & inibicdo da sintese de IL-5 e sua

auséncia indica diminuicdo dos mecanismos inflamatérios®> 3% 4% 4 30 Qutra
caracteristica importante € o controle da funcéo dos fibroblastos através do aumento
de IL-4. Sabendo-se que os eosinofilos sdo fontes importantes de TGF- B, estes
controlam a sua prépria migracdo para os polipos, controlando a funcdo dos

fibroblastos® " 7.
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2.2 Fibrose Cistica

2.2.1 Conceito e apresentacao clinica

Fibrose Cistica ou mucoviscidose foi descrita, primeiramente, por Anderson
(1938)" apud Cimino (2003)'°. E a doenca autossémica recessiva mais comum e
letal que afeta a populacdo Caucasiana com incidéncia de um para cada 2000 a
2.500 nascimentos®®.

A doenca é devida as mutagcdes no gen cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR), localizado na regido g31 do cromossomo 7, na
posicdo 508 (AF508), responsavel pela deficiéncia do transporte transmembrana
para o cloro e sodio® & 19467880 5 genétipo mais freqiiente é homozigoto para esta
mutacdo (AF508/AF508)%', e aqueles que apresentam o gendtipo heterozigoto s&o
clinicamente mais estaveis'® 8 %3,

Os canais de cloro estdo localizados na regido apical das células epiteliais
respiratorias, biliares, intestinais, vias deferentes, glandulas sudoriparas e ductos
pancreaticos™ °. A falha na sua regulagéo proporciona uma faléncia da secrecéo de
cloro com uma excessiva absorcéo de sodio> *% #*, levando ao actimulo de liquido no
interior das células, & desidratacdo extracelular e & precipitacdo protéica® *°. O
mecanismo patogénico € controverso e pode envolver absor¢cédo excessiva de fluidos
ou aumento na concentracdo de sal na superficie respiratéria®. A composicdo do
muco se apresenta mais espessa, acarretando obstrucdo dos ductos das glandulas

6, 10, 85

exocrinas e bloqueio do cleareance ciliar com instalacdo de uma infeccéo

cronica, hiperplasia das células caliciformes, metaplasia escamosa e perda do
componente ciliar®* °.

Alteragbes crbnicas na mucosa epitelial como a hiperplasia e metaplasia
escamosa podem alterar a localizacédo intracelular de CFTR, com perda da sua
localizac&o apical e, consequente, piora da funcéo dos canais de cloro, ja debilitada
pelo fator genético®’.

Obstrugdo pulmonar crénica, insuficiéncia pancreatica, rinossinusite cronica e
infertilidade, apesar de uma estrutura ciliar normal, sdo achados importantes nesses

pacientes devido & grande disfuncéo glandular estabelecida* ® 8°.
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O diagnostico € baseado em achados clinicos e histéria familiar, confirmado
através do teste do suor e genético. ileo meconial, peritonite meconial, ictericia
prolongada e atraso no desenvolvimento devem levantar suspeita de FC na
infancia®.

Pancreas e sistema respiratério sdo os mais afetados, e as manifestacdes
pulmonares as mais comuns® ¢ #_ |nsuficiéncia respiratéria e cor pulmonare sdo as
principais causas de morte nesta doenca, entretanto, a média de sobrevida tem

aumentado de 14 anos em 1969 para 32 anos em 2000'% 8%,

2.2.2 Fibrose Cistica e PNS

As manifestacées otorrinolaringolégicas incluem a sinusite crénica e PNS™ 82,

A grande maioria desenvolve sinusite crénica, e 90 a 100% dos pacientes acima dos
08 meses de idade demonstram alteracdes radiolégicas® *°.

A prevaléncia da PNS na FC, no nosso meio, tem sido estimada entre 7 a
56%> & 19 1382 A incidéncia da PNS é muito maior nestes do que na populacdo
geral, e representa a maior manifestacéo otorrinolaringolégica>  ** **. E estimado
que 14% dos pacientes com FC sdo encaminhados para realizacdo de
procedimentos cirdrgicos endonasais, assim como podem constituir um distinto
subgrupo com menor acometimento pulmonar, diagnostico mais tardio e maior
sobrevida®.

Raramente os polipos se apresentam antes dos cinco e apos os 20 anos de

idade. A PNS se manifesta entre os cinco e 14 anos®® %% 82

, € Se uma crianga
apresenta PNS bilateral antes dos 10 anos de idade, o diagndstico de FC deve ser
aventado®®.

Alguns autores argumentam que a PNS pode ser uma forma
monossintomatica da FC, o que poderia explicar a freqliente associagdo com esta
doenca®. Estudos recentes mostraram a associacdo da extensdo da PNS com 02
genodtipos especificos (AF508/AF508 e AF508/G551D)®, embora a base genética

seja claramente estabelecida, nenhuma mutacao particular do CFTR foi encontrada”
10
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Tos, Mogensen e Thomsen (1977)% mostraram que os pélipos apresentam a
mesma arquitetura naqueles com e sem FC. Apresentam predominancia de epitélio
colunar pseudoestratificado com pequenas areas de metaplasia em epitélio
escamoso estratificado e transicional. Nao foram observadas dilatacbes das
glandulas submucosas, as quais deveriam ser as grandes caracteristicas destes
polipos.

Algumas diferencas histologicas sado notadas nesses polipos: membrana
basal delicada sem hialinizacdo submucosa, poucos eosindfilos e predominio de

7, 86

mucina acida nos ductos . Quando comparado a PNSE, o estroma é edematoso,

6.13.21.88 o desta forma, classificados

com maior acumulo de mastécitos e neutrofilos
como neutrofilicos®®,

Oppenheimer e Rosenstein (1979)%, observaram diferencas importantes na
comparacdo com polipos de pacientes com FC e eosinofilicos. No primeiro grupo,
observaram uma membrana basal delicada sem hialinizacdo submucosa, auséncia
de infiltracdo eosinofilica, preponderancia de mucina acida nas glandulas e dilatacéo
cistica nos polipos. No segundo grupo, observaram uma membrana basal espessa,
hialinizacdo irregular, grande quantidade de eosindfilos e mucina neutra nas
glandulas mucosas. Hiperplasia das glandulas mucosas, cistos mucosos de varios
tamanhos, metaplasia focal do epitélio e mucina acida nas células caliciformes foram
considerados achados n&o especificos %.

Alteragbes importantes s&o encontradas na integridade epitelial e nos
componentes da lamina prépria® ®. Transformacées locais da organizacdo epitelial
como hiperplasia, atrofia, edema intercelular, metaplasia escamosa e anormalidades
dos cilios contribuem para o espessamento da camada de muco® .

Apesar de caracterizado como neutrofilico, 40% dos individuos apresentam
poélipos eosinofilicos, sugerindo que a ativacdo celular € mais relevante do que o
namero de células, e o aumento dos neutrofilos € em decorréncia de infeccbes
bacterianas associadas'” 3. Pacientes portadores de PNSNE apresentaram altos
indices de ECP, indicando uma contribuicdo importante dos eosinofilos na formacéo
destes pélipos® *.

As infeccbes sdo os maiores fatores de exacerbacdo e progressdo das
doencas cronicas pulmonares, mas nado esta estabelecida a relacdo entre esses
agentes e a PNS, principalmente Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

e Haemophilus influenza” & 78 8286,
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A colonizagdo bacteriana, no trato respiratério inferior, pode ser explicada por
aspiracdo sinusal ou por mecanismos inflamatérios semelhantes no trato respiratorio
superior e inferior® ®*. Os mediadores inflamatérios nos seios paranasais poderiam
desencadear broncoconstricdo, através da estimulacdo de receptores neuronais no

nariz, seios paranasais ou faringe® 7894,

2.2.3 Fibrose Cistica e citocinas

Estudos recentes mostraram que o processo inflamatoério ocorre independente
do processo infeccioso na FC, pelo menos no estagio inicial da doenca’.

Polipos de pacientes portadores de FC apresentam grande numero de
neutrofilos, porém, os eosinofilos estdo presentes em varios graus, o que torna dificil
a classificacéo exclusiva em neutrofilicos™ 2> °°. A resposta inflamatéria é o resultado
do complexo balanco entre mediadores pré - inflamatérios e antiinflamatérios®.

TNF-q, IL-6 e IL-8 sdo as citocinas mais importantes nas lesdes epiteliais do
pulmdo, e seus niveis estdo aumentados nas infeccbes por Pseudomonas
aeruginosa ¥ " %,

IL-6 apresenta uma seérie de efeitos antiinflamatérios, principalmente,
limitando a acdo dos neutrdfilos e sua diminuigdo leva a uma excessiva resposta
neutrofilica®. Alguns trabalhos mostraram baixos niveis de IL-6 em pulmdes de
pacientes portadores de FC, quando comparados com pacientes normais e
portadores de outras pneumopatias®.

Grandes divergéncias sao observadas na literatura em relacdo a
concentragéo de IL-8 naqueles com FC e PNS. Aumento de IL-8, baixos valores de
INF-y e IL-5 foram observados quando comparados com PNSE” #'. As principais
fontes de IL-8 s&o o tecido epitelial e os macrofagos e sua producéo esta defeituosa,
permitindo a colonizagdo bacteriana por Pseudomonas aeruginosa 2% %°.

Sobol et al. (2002)"*, entretanto, compararam pacientes com FC e sinusite
crdnica com grupo controle (pacientes sem alergia e sem infec¢des de vias aéreas
superiores). Observaram aumento de INF-y e IL-8, assim como niveis normais de IL-

4, IL-5 e IL-10.



Henriksson et al. (2002)® mostraram que IL-8 estd aumentada em todos 0s
pacientes portadores de FC quando comparados com grupo controle (pacientes sem
alergia e sem rinosinusite), porém nao existindo diferenca em relacdo a presenca da
PNS, assim como Bergoin et al.(2002)** que observaram aumento de IL-8, IL-5 e
ECP ao comparar estes mesmos grupos.

No pulméo, os niveis de IL-8 aumentam progressivamente com a idade,
estando relacionada a gravidade da doenca, altos indices de neutrofilos e maior
colonizacdo bacteriana®® ° % 97 Alguns estudos mostraram criancas com intensa
reacdo inflamatoria pulmonar, grandes niveis de IL-8 e neutrofilos, porém, auséncia
de processo infeccioso % %,

Recentemente, foi observado que os estimulos proé-inflamatérios podem
modificar o transporte de ions e as propriedades do muco do sistema respiratorio.
Fatores exdgenos, como as citocinas, podem afetar a funcdo de CFTR e estas
incluiriam a IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-13, TNF-a e INF-y®* %,

INF-y é importante na regulacdo de CFTR, principalmente na regido intestinal
e pulmonar®’. Atua nos canais de cloro e sédio na arvore respiratéria, através do

bloqueio do gene que expressa CFTR®* %

, principalmente na vigéncia de processos
infecciosos, quando os seus valores se encontram aumentados *°.

IL-4 apresenta um importante papel na fluidificacdo do muco em toda arvore
respiratéria, principalmente nos processos inflamatérios®’. E responsavel pela
metaplasia das células caliciformes, aumento do muco e da secrecdo do cloro,
assim como maior absorcéo de sddio. O excesso de concentracdo do sal no epitélio
acarretaria diminuicdo do seu poder bactericida®®. Desta forma, na dependéncia do
microambiente inflamatorio, esta citocina pode contribuir para a hidratacdo do meio,
espessamento das secrecdes ou diminuicdo das propriedades bactericidas®.

Nos pacientes com FC, os fibroblastos nasais, apds estimulagédo por IL-4 e
lipopolissacarideos bacterianos (LPS), produzem grande quantidade de eotaxinas.
Estes valores s&o maiores do que aqueles produzidos pelos estimulos alérgicos™.

TNF-a tem o poder de aumentar a expressao de CFTR nas células epiteliais
do nariz e dos brénquios, assim como IL-13 apresenta varias atividades similares a
IL-4 nos pacientes portadores de FC, principalmente, relacionadas ao transporte de

fons na arvore bronquica .
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ApoOs colonizagcédo por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus no
pulméo, as secrecdes se apresentam rica em polimorfonucleares e com deficiéncia
em IL-10. Esta citocina € responsavel pela reducdo da producdo de TNF-a e IL-1
pelos macréfagos. Assim, com niveis menores de IL-10, valores crescentes de TNF-
a e IL-1 pelos macrofagos colaboram com o aumento da inflamagdo na arvore
respiratéria®..

Staphylococcus aureus, através de seus superantigenos, é capaz de ativar as
células T que, uma vez ativadas, aumentam a producao de IL-4 e IL-5, promovendo
uma inflamacao eosinofilica®. Sua enterotoxina, por meio da ligac&o ao receptor das
células T, estimula a producdo de IL4 e IL5 com conseqlente ativacdo dos
eosinofilos. O resultado € uma inflamacao intensa que reflete um aumento de IL5,
ECP e IgE total. Portanto, o Staphylococcus aureus é capaz de induzir uma
inflamacéo eosinofilica e, também, a sintese de IgE multiclonal com aumento de IgE

total. A enterotoxina age, pelo menos, modificando a PNS na FC*.



3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de citocinas em pacientes com polipose nasossinusal

associada a Fibrose Cistica.

3.2 Objetivos especificos

v' Analisar a percentagem de eosinofilos nos pacientes com polipose

nasossinusal associada a Fibrose Cistica.

v" Analisar a expressao de RNAm para as interleucinas 4, 5, 6, 8, GM-CSF e
INF-y, nos polipos de pacientes com polipose nasossinusal associada a

Fibrose Cistica e grupo Controle, através da RT-PCR.



4 PACIENTES E METODOS
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Trata-se de um estudo transversal de pacientes com PNS, associada a
Fibrose Cistica.

As variaveis de interesse constituiram-se do perfil das citocinas IL-4, IL-5,
IL-6, IL-8, GM-CSF, IFN-y e percentual de eosindfilos, nos poélipos de pacientes com
PNS e FC.

4.1 Populagao estudada

Treze pacientes com PNS, associada a Fibrose Cistica, foram selecionados a
partir da avaliacdo de 124 individuos, encaminhados do ambulatorio de pneumologia
do Hospital das Clinicas da UFMG, cujo diagnéstico foi estabelecido em bases
clinicas e em teste do suor positivo. O grupo Controle foi constituido por 11
individuos que procuraram o Servi¢o de Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas
da UFMG para serem submetidos a procedimentos cirdrgicos otorrinolaringologicos
e ndo apresentavam processos infecciosos de vias aéreas superiores. O periodo de
estudo foi de dezembro de 2003 a dezembro de 2004 (APENDICE A).

Foram analisados 24 pacientes, divididos nos 02 grupos descritos a seguir:
Grupo 1, composto por 13 pacientes com PNS, associada a Fibrose Cistica; Grupo

2, composto por 11 pacientes sem PNS e teste alérgico negativo.

4.1.1 Critérios de inclusao

Grupo 1. FIBROSE CISTICA

Presenca de PNS e Fibrose Cistica.
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Grupo 2. CONTROLE

Auséncia de PNS e alergia com comprovacao pelo teste cutaneo por punctura
negativo.

Individuos que procuraram o Servico de Otorrinolaringologia para serem
submetidos a procedimentos cirargicos e que apresentavam mucosa hasal normal

ao exame rinolégico.

4.1.2 Critérios de exclusao

Grupo 1. FIBROSE CISTICA

Presenca de processo infeccioso nasossinusal agudizado.

Presenca de processo infeccioso agudizado em trato respiratorio inferior.

Uso de medicacdes a base de glicocorticoide tdpico, sistémico ou anti-
histaminico no periodo de 30 dias.

Aqueles que ndo concordaram em participar do estudo.

Grupo 2. CONTROLE

Presenca de sintomatologia infecciosa.

Presenca de sintomatologia alérgica, caracterizada por exacerbacdo de
sintomas de hiper-reatividade nasal.

Presenca de teste cutaneo por punctura positivo.

Uso de medicacdo a base de glicocorticéide topico, sistémico ou anti-
histaminico no periodo de 30 dias.

Agueles que nao concordaram em participar do estudo.
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4.2 Delineamento do estudo

Foram estudados os pacientes com PNS e FC, assim como aqueles que
procuraram o Servico de Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas da UFMG
para serem submetidos a procedimentos cirlrgicos e apresentavam exame
rinoldgico sem alteragdes da mucosa nasal (APENDICE A). Esses participantes
foram avaliados por um mesmo especialista e submetidos a entrevista clinica,
rinoscopia anterior, exame nasofibrolaringoscopico e, nos pacientes do grupo

Controle, teste cutaneo por punctura (ANEXO A e B).

A seguir, os 13 primeiros pacientes que preencheram os critérios de incluséao
para o grupo 1 foram submetidos a coleta de material para analise do perfil de
citocinas e percentagem de eosinéfilos nos pélipos , e os 11 primeiros que
preencheram os critérios de inclusdo para o grupo 2 foram submetidos a coleta de
material para analise do perfil de citocinas. Nos pacientes do grupo Controle, a
bidpsia foi realizada no bloco cirdrgico, durante o procedimento cirargico, sob
anestesia geral, removendo um pequeno fragmento de mucosa da concha média
que foi encaminhada para realizacdo da reacao reversa em cadeia de polimerase
(RT-PCR). Naqueles do grupo FC, a bidpsia foi realizada em ambiente ambulatorial,
com remocdo de dois fragmentos dos polipos: o primeiro enviado para estudo

anatomo-patoldgico e o outro para RT-PCR (FIG.2).

Antes de submeter 0s pacientes as biopsias nasais para a histopatologia e
perfil das citocinas, observou-se a nao utilizacéo de corticoides topicos ou sistémicos

e anti-histaminicos por, pelo menos, 30 dias.



FIGURA 2. Fluxograma do delineamento do estudo.
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Grupo 1

Grupo 2

y

eAvaliag do clinica
eNasofibrolaringoscopia
eTomografia Computadorizada

eAvaliag do clinica
eTeste cutdneo
eNasofibrolaringoscopia

Y

Bidpsia nasal para pesquisa de eosindfilos

4.3 Avaliacao nasossinusal

A avaliacdo das fossas nasais foi realizada através de nasofibroscopio flexivel

Pentax® (Montvale, New Jersey, U.S.A) e fonte de luz Ferrari®. Assim, confirmou-se

a presenca de PNS no grupo Fibrose Cistica, excluindo no grupo Controle e

afastando a presenca de sinais de infeccdo nasossinusal. Todos os pacientes do

grupo Fibrose Cistica foram submetidos a tomografia computadorizada de seios

paranasais em cortes axiais e coronais, sem utilizacdo de contraste, avaliando-se o

grau de comprometimento sinusal.
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4.4 Teste cutaneo

Todos os pacientes do grupo controle, apos confirmacéo de ndo estarem em
uso de anti-histaminicos ou corticéides por, pelo menos, trinta dias, fizeram teste
cutaneo para alergia por punctura no antebraco (FIG.3). Utilizaram-se os antigenos
Aspergillus fumigatus, Penicillium notarum, Alternaria alternata, Blatella germanica,
Periplaneta americana, Canis familiaris, Felis domesticus, Blomia tropicalis,
Dermatophagoides farinae, Ermatophagoides pteronyssinus, de bateria de antigenos
do laboratério farmacéutico MERCK do Brasil (Merck, SP, Brasil).

Por convencéo, o teste positivo é aquele que apresenta didmetro maior que
03 mm comparado ao controle negativo, constituido por solucdo salina. O controle

positivo foi representado pela histamina™*" %%,

Os exames ocorreram segundo a técnica de Dreborg%:

. A regido do antebraco foi limpa suavemente com algoddo embebido em

alcool, sem nenhum traumatismo, a fim de evitar a irritacao da pele;

. Foram feitas 12 marcas na regido do teste, utilizando uma caneta
demografica, a uma distancia de aproximadamente 3 cm uma da outra, dispostas

em linhas paralelas;

. Colocou-se uma gota de cada alérgeno na sequéncia, definida pelo
laboratorio MERCK do Brasil (Merck, SP, Brasil).

. A pele foi perfurada, pressionando-se a lanceta (lanceta de Osterballe, uma
para cada antigeno), na regido central da gota de alérgeno, evitando-se

sangramento e secada com papel absorvente;

. A leitura do teste foi feita 20 minutos apdés a aplicacdo dos alérgenos,

desenhando-se as papulas resultantes com uma caneta dermografica,

. Os resultados foram copiados no protocolo de cada paciente.



FIGURA 3. Teste cutaneo para alergia por punctura no antebraco.

4.5 Bi6psia nasal para anatomo-patologico

Foi realizada bi6psia na cavidade nasal que apresentava polipos, em nivel
ambulatorial, com a utilizacdo de pinca da marca EXPLORENT® (karl Storz, Miami,
Florida,USA), ap6s aplicada anestesia topica com algoddo embebido com lidocaina
2%. As amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Anatomia Patoldgica
do Hospital das Clinicas da UFMG, em fragmentos que variaram aproximadamente
entre 0,7 a 1,5 cm e fixados em formol a 10%*. No laboratério, as laminas coradas
com hematoxilia-eosina foram analisadas pelo mesmo profissional. Considerou-se
como poélipo eosinofilico aquele cuja porcentagem de eosinéfilos nas células
inflamatorias presentes no tecido polipoide estava acima de 20%, determinada pelo
encontro de, pelo menos, quatro eosindfilos em cada um de quatro campos

microscopicos, utilizando-se de grande aumento™.
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4.6 Biopsia nasal para RT-PCR

Realizaram-se bidpsias nas cavidades nasais dos individuos do grupo 1 e 2.
A coleta de fragmentos de mucosa nasal do grupo Controle foi efetuada durante o
ato cirdrgico com anestesia geral, enquanto aquela do grupo FC foi realizada em
nivel ambulatorial. Neste grupo, todo o manuseio do tecido retirado envolvido na
extracdo de RNA foi realizado com uso de luvas, materiais descartaveis e pinca
EXPLORENT® (karl Storz, Miami,Flérida, USA) para evitar maceracgao tecidual.

Os tecidos colhidos foram colocados em tubos Eppendorf, numerados e
conduzidos em caixa de isopor com gelo para o Laboratério de Imunologia do
Hospital Sdo Geraldo - Hospital das Clinicas da UFMG, onde permaneceram a
oitenta graus negativos, até serem analisados quanto as citocinas.

Posteriormente, as amostras foram encaminhadas ao laboratorio de
imunologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, em caixa de isopor com
gelo, e analisadas as citocinas, através de técnica da RT-PCR, por um Unico
profissional que desconhecia os grupos estudados. Todo material utilizado na RT-

PCR eram oriundos da mesma marca e lote.

4.6.1 Extracao de RNA total

A extracdo do RNA foi realizada utilizando o reagente TrizolO (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, Califérnia, USA) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Para isso, as amostras de aproximadamente 25 mg foram maceradas
em homogeneizadores de vidro, contendo 1 ml do reagente Trizoll (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, Califérnia, USA). A solucdo resultante foi transferida para
tubos de 1,5 ml, adicionada de 0,2 ml de cloroférmio e centrifugada a 12000 x g por
15 min a 4°C. A camada superior resultante da centrifugacéo foi transferida para um
novo tubo de 1,5 ml e o RNA precipitado com isopropanol (Sigma-Aldrich

Corporation, St. Louis, MO, USA). O RNA foi entédo ressuspendido em 40 ul de agua
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MilliQ e tratado com 2,5 U de DNAse: RNAse free (Promega Corporation ,Madison,
Wisconsin, USA) por 20 minutos a 37°C. O RNA foi re-extraido utilizando, 200 pl de
reagente Trizold (Invitrogen Corporation, Carlsbad, Califérnia, USA) e
ressuspendido em 30 pl de agua MilliQ. A concentracdo do RNA nas amostras foi
guantificada em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 260 nm e a

integridade foi avaliada por eletroforese desnaturante em gel de agarose a 0,8%"%*

105

4.6.2 Sintese de cDNA e PCR

O cDNA foi sintetizado a partir de 1,25 pg de RNA total, utilizando iniciadores
hexameros randémicos (Promega Corporation ,Madison, Wisconsin, USA) e o
sistema da transcriptase reversa SuperScript Il (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
California, USA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. A PCR foi
realizada em um volume final de 20 pl, na presenca de 1ul do cDNA, 0,25 mM de
dNTP, 0,2 pM de cada iniciador e 1 U de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, Califérnia, USA).

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% corado pela prata (FIG.4). Os géis foram fotografados e os
resultados analisados por densitometria, utilizando o AlphaDigiDoc 1201TM
(Alphalnotech, San Leandro, CA, USA). Este programa calcula o valor integrado de
densidade (IDV - integrated density value) para cada banda no gel. E definido como
a intensidade dos pixels da regido, delimitada pela banda subtraida da intensidade

dos pixels da colorac&o de fundo (background)'* 1%,
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4.7 Perfil das citocinas

O perfil das citocinas foi pesquisado no fragmento de pdlipo nasal (grupo
Fibrose Cistica) e de mucosa nasal (grupo Controle) por meio da RT-PCR. Foram
analisadas as transcricdes para as seguintes citocinas: IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, GM-
CSF, IFN-y e ajustadas pelo valor da B-actina'®* 1%.

As sequéncias dos primers utilizados na RT-PCR estao descritas na Tabela 1.

FIGURA 4. Fotografia dos produtos da PCR analisados por eletroforese em gel de

poliacrilamida 8%corada pela prata.

Actina  IL-4 IL-5 IL-6 IL-8 IFN-y GM-CSF

TABELA 1. Sequéncia dos primers utilizados na RT-PCR para citocinas.

Primers Senso 5= 3’ Antisenso 5= 3’
p-actina ggatgcagaaggagatcactg cgatccacacggagtacttg
IL-4 ttgaacagcctcacagagcaga gttgtgttcttggaggcagca
IL-5 ctgaggattcctgttcctgt caactttctattatccactc

IL-6 tctccacaagcgccttcg ctcagggctgagatgccg
IL-8 gacttccaagctggccgtg ctccttggcaaaactgcacc
IFN-vy actgacttgaatgtccaacgca atctgactcctttttcgcttcc

GM-CSF agaaatgtttgacctccagga ttgcacaggaagtttccg
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4.8 Métodos estatisticos

4.8.1 Codificacédo das variaveis

Na andlise estatistica, entre as medidas de interesse, foram utilizados testes
paramétricos e ndo paramétricos, com nivel de significancia estatistica fixado em 5%

e intervalo de confiangca com minimo de 80% e maximo de 95%.

As variaveis continuas como a idade, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, GM-CSF, IFN- y e
B-actina foram analisadas, e calculadas as medidas de tendéncia central (média e
mediana). Estas informam sobre os dados centrais ao redor dos quais outros dados
tendem a se agrupar. As medidas de dispersao (desvio-padrdo e amplitude) avaliam

o grau de dispersédo dos dados encontrados nos grupos analisados.

A quantificacdo dos valores de IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, GM-CSF e IFN-y foi

ajustada pela divisdo do coeficiente da B-actina °% 17,

4.8.2 Variaveis respostas e analise estatistica dos  dados

Neste estudo, as variaveis acima, identificadas como respostas, foram

confrontadas para os dois grupos: Fibrose Cistica e Controle.

Quando essas variaveis foram comparadas as categoricas, por exemplo,
sexo, utilizou-se o qui-quadrado. Este teste foi utilizado para verificar se a variancia
correspondente ao quadrado de desvio padrdao era homogénea entre os dois grupos
dicotdbmicos, que, quando apresentava valor de p>0,05, indicava homogeneidade.
Neste caso, utilizaram-se testes paramétricos como o teste “t” para comparacao de
duas médias, e, “ANOVA” (Analysis of Variance), para comparacéo de mais de duas
meédias. Quando o valor de p foi menor que 0,05, indicando heterogeneidade,
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, empregado para comparar duas ou mais

medianas.
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Quando o valor de p correspondente a estes testes (ANOVA, teste “t" e

Kruskal-Wallis) foi menor que 0,05, as médias foram diferentes®®® 7.

4.8.3 Calculo do erro tipo | e tipo Il da amostra

O célculo do erro tipo Il, também chamado de erro beta, foi uma das analises
estatisticas utilizadas. A definicdo de erro tipo Il é “ndo encontrar uma diferenca que
existe”. No presente estudo, poderia significar que os valores das citocinas séo, na
meédia, diferentes entre os grupos 1 e 2, mas, pelo tamanho amostral, ndo foram
demonstrados neste estudo (APENDICE B).

O erro tipo Il pode ser causado, entre outros fatores, pelo tamanho

insuficiente da amostra®® 17,

4.9 Aspectos éticos

4.9.1 Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

O projeto e o termo de consentimento pés-informado foram analisados e
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG em 17 de dezembro de
2003, parecer n°.: ETIC 209/03 (ANEXO C)
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4.9.2 Consentimento livre e informado de participa¢ 80 na pesquisa

Os participantes foram esclarecidos dos objetivos, metodologia simplificada,
procedimentos, riscos e beneficios do estudo. Foi-lhes assegurado o direito de
continuidade do atendimento médico apds o término da investigacao, e a liberdade
de cancelar seu consentimento de participacdo a qualquer instante, sem que isso
interferisse no atendimento presente e/ou futuro. Obteve-se consentimento pos-

informado, por escrito, de todos os participantes (APENDICE C).



5 RESULTADOS
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5.1 Estudo Clinico

Cento e vinte e quatro pacientes com FC foram avaliados. Este grupo era
composto de 74 (60%) individuos do sexo masculino e 50 (40%) do sexo feminino. A
média da idade foi de 16,8 anos, e foram selecionados 13 individuos com PNS.

Foram estudados 24 pacientes, divididos em dois grupos. O Grupo 1 (Fibrose
Cistica), composto por 13 pacientes com PNS associada a Fibrose Cistica e o Grupo
2 (Controle), composto por 11 pacientes sem PNS e teste alérgico negativo
(APENDICE A).

No grupo Controle, quatro pacientes foram submetidos a septoplastia e
turbinoplastia, um a adenoidectomia, trés a timpanoplastia e trés a
adenoamigdalectomia (APENDICE A). Dois pacientes foram excluidos, devido a
infeccbes de vias aéreas superiores.

No Grupo 1, seis (46%) eram do sexo masculino e sete (54%) do sexo
feminino, enquanto no Grupo 2, seis (54%) eram do sexo masculino e cinco (46%)
do sexo feminino (GRAF. 1).

GRAFICO 1. Distribuicdo dos grupos por sexo.

® Masculino
B Feminino

Numero de pacientes

Fibrose Cistica Controle
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A faixa etéria dos pacientes variou de trés a 57 anos, estando a média, a
mediana, o desvio padrdo e a amplitude detalhados na Tabela 2.

A distribuicdo da idade dos pacientes dos dois grupos em estudo foi
assimétrica. Observou-se que a idade mediana para o grupo Fibrose Cistica foi
maior, comparado com o grupo Controle.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa nos dois grupos (p=0,32).

TABELA 2. Distribuicdo das medidas de tendéncia central e medidas de dispersao

das idades dos pacientes nos grupos estudados.

Grupo Média Mediana Desvio-Padrdo  Amplitude
Fibrose
o 21,1 21,1 12,5 6-57
Cistica

Idade
Controle 17,7 15 13,6 3-43

Valorde p 0,32




5.2 Percentagem de eosinofilos

Ainda no Grupo 1, trés (23%) pélipos eram eosinofilicos, enquanto 10 (77%)
eram nao eosinofilicos (GRAF. 2).

GRAFICO 2. Percentagem de eosindfilos no grupo Fibrose Cistica.
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5.3 Perfil das citocinas

Os fragmentos de mucosa nasal foram analisados quanto a expressado de
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IFN-y e GM-CSF.
Os valores de IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IFN-y e GM-CSF foram ajustados pelo
valor da B-actina entre os pacientes dos grupos Fibrose Cistica e Controle
(APENDICE D).
De acordo com a Tabela 3, podem-se constatar maiores valores de IL-4 com
uma tendéncia de significAncia estatistica nos pacientes com Fibrose Cistica em
relacdo ao grupo Controle (GRAF. 3).

TABELA 3. Comparacao dos valores de IL-4 entre os grupos Fibrose Cistica e
Controle.

Grupo Média DP Mediana  Valor de p
IL-4 Controle 38538 21015 36495,9 0.06
Fibrose Cistica 64287,5 32835,1 56187,1 ’

DP: desvio padréo




GRAFICO 3. Distribuicdo dos valores de IL-4 nos grupos Fibrose Cistica e

Controle.
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Na Tabela 4, podem-se constatar menores valores de IFN-y, com significancia

estatistica, no grupo Fibrose Cistica (GRAF. 4).

TABELA 4. Comparacgdo dos valores de IFN-y entre os grupos Fibrose Cistica e

Controle.
Grupo Média DP Mediana Valor de p
IFN-y Controle 153510,0 65026,5 126851,7 0.03
Fibrose Cistica 100839,3  40426,2 94889,7

DP: Desvio Padrao.

GRAFICO 4. Distribuicdo dos valores de IFN-y nos grupos Fibrose

Cistica e Controle.
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De acordo com a Tabela 5, ndo houve diferenca com significancia estatistica,
ao comparar IL-5, IL-6, IL-8 e GM-CSF entre os grupos Fibrose Cistica e Controle
(GRAF. 5,6, 7€ 8).

TABELA 5. Comparagéo dos valores das citocinas IL-5, IL-6, IL-8 e GM-CSF,

corrigidos pela B-actina, entre os grupos Fibrose Cistica e Controle.

Controle Fibrose Cistica

Variavel Média DP Mediana Média DP Mediana  Valorde p

IL-5  27803,6 15974,8 236253 299185 221192 28308,6 0,88
IL-6  60259,9 52404,5 40113,7 60631,7 34630 675025 0,51
IL-8  66254,5 474215 53019,9 74032,6 273564 785451 0,4

GM-CSF  4958,1  1306,4 5286 4119,6 2627,1 30339 04

DP = Desvio-padrao

GRAFICO 5. Distribuicdo dos valores de IL-5 nos grupos Fibrose
Cistica e Controle.
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GRAFICO 6. Distribuicdo dos valores de IL-6 nos grupos
Fibrose Cistica e Controle.

200000

p=0,51

100000 =

IL-6

N = l-l 1-3
Controle Fibrose Cistica

GRAFICO 7. Distribuicdo dos valores de IL-8 nos grupos

Fibrose Cistica e Controle.
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GRAFICO 8. Distribuicdo dos valores de GM-CSF nos grupos

Fibrose Cistica e Controle.
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6.1 Percentagem de eosinofilos

Este trabalho, embora apresente uma amostra pequena, sugere que O0S
polipos da FC nado sédo exclusivamente neutrofilicos e que os eosindfilos podem
exercer uma forte atuacdo no ambiente inflamatério da PNS da FC. Trés (23%)
polipos eram eosinofilicos e 10 (77%) eram n&o eosinofilicos.

Pélipos, associados & FC, tém sido descritos como neutrofilicos3* 92 108,
Nos estudos de Rowe-Jones et al. (1997)°, pélipos de pacientes sem FC contém
mais eosindfilos do que aqueles com FC, enquanto estes apresentam mais
neutrofilos e células plasmaticas.

Outros autores, semelhantes aos achados desse estudo, ponderam que,
apesar de ser caracterizado como neutrofilico, até 40% dos pacientes demonstram
poélipos eosinofilicos na FC, sugerindo que a ativagéo celular € mais relevante do
que o nimero de células® *" %, Mesmo naqueles com FC e pélipos em que ndo sdo
observados eosindfilos, pode-se constatar a presenca de ECP e outras proteinas
eosinofilicas > '%°. Este fato pode ser atribuido & dificuldade de localizacéo dos
eosindfilos ap6s ativacdo e liberacdo de seus granulos®.

A interleucina 8 e a interleucina 6 séo as principais citocinas relacionadas aos

neutréfilos na PNS da FC™ %

. IL-8 esta relacionada a agudizacdo de processos
infecciosos com maior atragéo neutrofilica® e IL-6 ocupa os sitios de acgéo destas
células, impedindo a sua ativacdo’. O aumento de IL-8 e a baixa de IL-6 sdo
observados quando de neutrofilia tecidual, diferente dos achados deste trabalho,
onde nado foi observada diferenca estatistica em relacdo a IL-6 e a IL-8, quando
comparados os grupos FC e Controle. Estes dados sugerem que outros
mecanismos celulares podem estar associados a PNS da FC, e ndo exclusivamente
os neutrofilos ou, diferentes mecanismos de neutrofilia existem e sédo independentes
de IL-8 e IL-6.

A patogénese dos pélipos seria a mesma, sendo ou nao portador de FC,
baseada na semelhanca de arquitetura em ambos os grupos®. Dessa forma, os
eosindfilos poderiam ter participacdo importante na PNS da Fibrose Cistica, e o
aumento dos neutréfilos seria em decorréncia da infeccéo bacteriana cronica®.

Bergoin et al. (2002)%, concluiram que nem os neutréfilos, nem os eosinéfilos
podem ser responsabilizados pela ocorréncia da PNS nos pacientes com FC,

sugerindo outros mecanismos para 0 seu desenvolvimento, dentre estes, 0s
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linfécitos. Estas células apresentam caracteristicas especificas, com comportamento
clinico diferenciado, o que pode indica-los como elementos cruciais nesta resposta
imune '® 19113 O padrdo de resposta inflamatéria seria misto, com presenca de
citocinas dos tipos “Th1” e “Th2"®!, principalmente uma producdo acentuada
daquelas “Th1” (IFN-y) e de “Th2” (IL-4 ou IL-5)*" " 114115

No presente trabalho, foram observados baixos indices de IFN-y e valores
aumentados de IL-4, com forte tendéncia de significancia estatistica, dados néao
sugestivos dos linfocitos como agentes principais na patogénese da PNSNE

associado a FC.

6.2 Perfil das citocinas

As citocinas sdo secretadas por células inflamatérias (linfocitos, eosindfilos e
neutrofilos) e células constituintes (mastécitos, fibroblastos, células epiteliais e
macrofagos)’’. Estas regulam os processos biolégicos como: crescimento, ativacdo
celular, quimiotaxia, inflamac&o, imunidade, reparo tecidual, fiborose e morfogénese *,

O seu perfil e das células inflamatérias na PNSE é bem documentada na
literatura. Em contraste, muito pouco é conhecido sobre a patogénese da PNS em
pacientes com FC, assim como comparagao com outros trabalhos na literatura torna-
se dificil devido a grande variacdo de parametros analisados.

Os valores de IL-5, IL-6, IL-8 e GM-CSF, avaliados atraves de RT-PCR entre
os pacientes dos grupos Fibrose Cistica e Controle, ndo mostraram diferenca com
significancia estatistica. Em contrapartida, foram observados menores valores de
IFN-y (p=0,03) nos pacientes com Fibrose Cistica, e maiores valores de IL4 com
tendéncia importante de significancia estatistica (p=0,06).

Bergoin et al. (2002), observaram aumento de IL-8 e neutrofilos naqueles com
FC e PNS, ao comparar com a PNSE, afirmando que IL-8 € a maior quimiocina para
os neutréfilos e tem participacao crucial na sua degranulacdo **.

Varios autores observaram o aumento da producdo de neutréfilos e IL-8 em

C 98, 113, 114.

secrecdes broncoalveolares na F Esta citocina é a principal responsavel

pela infiltracdo neutrofilica nos pulmdes, e estad relacionada a gravidade e a

agudizacdo da doenca 98, 111-113



Sobol et al. (2002), estudando individuos com sinusite crénica e FC,
comparados a controles sadios (sem doencas de vias aéreas superiores e teste
cutaneo negativo), demonstraram que a doenca nasal na FC consiste de infiltrado
neutrofilico com altos indices de IFN-y e IL-8, similar ao encontrado nas alteragfes
pulmonares. Entretanto, este estudo avaliou pacientes com FC, com quadro
infeccioso e sem presenca de PNS %,

Outros estudos ndo observaram aumento de IL-8 ou IL-6 na secre¢éo nasal
ao comparar FC e grupo Controle

Noah et al. (1997)**, mostraram que n&o existe evidéncia de aumento de IL-6
e IL-8, quando comparados lavados nasais daqueles com FC, sem doenca nasal e
controles sadios, porém, na presenca de processo infeccioso, tanto a secrecao
nasal, quanto a secre¢do pulmonar mostraram indices elevados de IL-8.

Danel et al. (1996) *°, observaram resultados semelhantes na bi6psia nasal
em adultos com FC e controles. E importante notar, entretanto, que foi avaliada
mucosa nasal de pacientes com FC, os quais ndo manifestavam doenca
nasossinusal.

As principais fontes de IL-8 ainda ndo estdo bem definidas, mas acredita-se
que os neutrofilos, macrofagos e células epiteliais seriam as maiores fontes. Em
resposta a presenca bacteriana, ocorreria 0 aumento de neutrofilos e seus
subprodutos como elastase, oxidantes e IL-8 %% °°. Estes exercem forte atuac&o no
epitélio que produz grande quantidade de IL-8, mantendo o circulo vicioso neste
microambiente inflamatoério, e colaborando na formacdo da PNS na FC. Porém,
depois de debelado o processo infeccioso, a producdo de IL-8 tenderia a
normalidade *** 112,

A diferenca dos resultados observados por esses autores, se comparados aos
deste trabalho e aos demais dados citados na literatura, mostram que IL-8 esta
aumentada somente nos casos de agudizacédo dos processos infecciosos, tanto em
nivel pulmonar quanto nasal ****3, Assim, IL-8 poderia estar aumentada somente na
ativacado dos neutrdfilos e ndo somente pela neutrofilia tecidual.

Véarios estudos sugerem que IL-6 apresenta uma seérie de efeitos
antiinflamataérios, principalmente, limitando a ac¢do de células inflamatérias como os
neutréfilos’. E inativada na presenca de elastase, perpetuando o estado inflamatério

78

na arvore respiratoria Em pulmdes estaveis de individuos com FC e sem

agudizacao do quadro pulmonar, foi demonstrada grande quantidade de macrofagos
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expressando IL-6 . Outra caracteristica marcante é a inducdo seletiva de IL-4 e,
através do aumento de IL-4, maior estimulo para producdo de IL-6 ®" . Sua
diminuicdo acarreta uma excessiva resposta inflamatéria neutrofilica®.  Alguns
trabalhos mostraram baixos niveis de IL-6 em pulmbdes na FC, comparando
pacientes normais ou aqueles portadores de pneumopatias como asma e
broncodisplasias®.

Assim, caracterizando os polipos como neutrofilicos na FC, era de se esperar

baixos niveis de IL-6. Semelhante aos resultados encontrados, outros autores nao
observaram diminuicdo dessa citocina naqueles com FC e doenca nasossinusal®®
11,118 "9y se comparado & PNS e sinusite cronica ®'.
O epitélio respiratorio exerce atividade na modulacao inflamatéria dos polipos,
principalmente na PNSE, através da elaboracéo de citocinas como IL-6, GM-CSF e
IL-8 ®°. Dentre estas, IL-8 e GM-CSF s&o as mais importantes, atuando na atracdo e
sobrevida dos eosinéfilos . Assim, diferente da teoria de Bernstein et al. (1995)*
gue mostraram grande lesdo epitelial e conseqiente aumento de GM-CSF como
fator primordial na formacao dos polipos, haveria uma maior integridade do epitélio
na PNS da FC e menor participacdo de IL-8, IL-6 e GM-CSF, neste micro ambiente
inflamat6rio, ao comparar a PNSE..

A PNSE, que representa 80% a 90% das poliposes nasossinusais, é
manifestacdo de doenca inflamatoria cronica na mucosa do nariz e seios paranasais,
caracterizada por infiltracdo de eosinofilos, cujo mecanismo patogénico ndo é
totalmente conhecido **. Os eosinéfilos constituem percentual superior a 20% das
células inflamatérias presentes na PNSE e sdo capazes de modular respostas
imunes pela liberacdo de fatores de crescimento, citocinas e quimioatraentes *°.

A continuidade da resposta inflamatoéria destes, que mostra um tipico padréo
“Th2", esta ligada a citocinas como IL-5 e GM-CSF, que aumentam a sobrevida e
diminuem o indice de apoptose dos eosindfilos °% 7.

Os eosindfilos expressam IL-5 em todas as PNSE, e aproximadamente 30%
apresentam expressao genética para GM-CSF, com evidéncias de efeitos

autécrinos®® 28,

Sdo produzidas em grandes quantidades nos poélipos nasais,
principalmente por células epiteliais, células endoteliais, macrofagos, linfocitos e
fibroblastos®® 8. Apresenta particular implicacdo nos eventos alérgicos, e é mais

importante do que IL-4 ** 9 E a principal responsavel pela eosinofilia nos pélipos,
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independente do processo alérgico, o que enfatiza seu estimulo autécrino na
ativacéo e sobrevivéncia dos eosindfilos nos tecidos ** %

N&o houve, no atual estudo, aumento dos valores de GM-CSF e de IL-5.
Esses resultados sugerem que, se 0s eosinoéfilos possuem participacdo importante
na PNS associada a FC, diferentes mecanismos de eosinofilia existem e seriam
independentes de IL-5 e GM-CSF.

Hamilos et al. (1995)*, estudaram a expressdo das citocinas em pacientes
alérgicos e nao alérgicos (NARES) portadores de PNS. Eles mostraram que
diferentes mecanismos de eosinofilia existem em pacientes alérgicos e NARES, este

altimo independente de IL-4 e IL-5.

Miller et al. (1994)"" observaram aumento de IFN-y e baixas concentracdes de
IL-4, ao comparar PNS em alérgicos e grupo controle, assim como investigaram a
formacao dos pélipos nasais, examinando as células T e seus produtos naqueles
submetidos a polipectomia. Foi observado um tipico perfil “Thl” com grande
producéo de IFN-y e baixa producao de IL-4, inversamente aos achados.

Outro fator importante é a colonizacdo por Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa naqueles com PNSNE e FC. Nestes, observam-se uma
intensa resposta imune, desenvolvimento de pdlipos e grande inflamag&o pulmonar
17.21.%4 Embora o curso da doenca seja caracterizado por exacerbacdes infecciosas,
culturas de secrec¢des nasais e pulmonares revelaram que Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa raramente sdo erradicadas *°. A habilidade de prolongar a
sobrevida nas células do hospedeiro explicaria o tratamento refratario aos
antibiéticos, cronicidade da doenca e recorréncia ®. As moléculas derivadas sdo
capazes de ativar células T com producdo de citocinas de padrdo “Th2”,

principalmente IL-4, IL-5, IL-8 € GM-CSF *"- 2% %,

IL-4 induz eotaxinas nos fibroblastos nasais, mas nao nos pulmonares,
principalmente, se combinado com lipopolissacarideos (LPS) bacterianos
(Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa). Este, por meio da ligacado ao
receptor da célula T auxiliares CD4+ , estimulam a producéo de IL4, aumentam 0s
niveis de IgE e estimulam as células “Th2", potencializadas por IL-5, IL-6 e IL-13.
Em contrapartida, IFN-y, IL-2 e IL-12 apresentariam efeito inverso, com bloqueio da

producéo de IgE e de células “Th2"°.
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Apbs opsonizagdo bacteriana pela IgE, € observada uma ativagéo direta dos
eosindfilos , das células epiteliais e das células apresentadoras de antigenos. O
resultado reflete uma inflamacdo intensa com aumento de ECP, IgE total e,
principalmente, IL-4. Portanto, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
sdo capazes de induzir uma inflamacdo eosinofilica e, também, a sintese de IgE
multiclonal com aumento de IgE total, intermediada pelo aumento de IL-4. A
enterotoxina age, pelo menos, modificando a PNS por IgE, liberada pelos

mastécitos, um mecanismo alternativo & alergia > ® "°.

Diferente dos resultados encontrados, entretanto, outros estudos nao
observaram aumento destas citocinas e, inversamente, notaram uma diminuicdo
importante de IL-4 com maiores niveis de IFN-y  '*. Vale ressaltar, mais uma vez,
que estes trabalhos foram realizados naqueles pacientes com FC e sinusite cronica
agudizada, que foi um critério de exclusdo deste estudo.

Alguns autores consideram que as células mais importantes, na resposta da
PNS, sdo as subpopulacées de linfécitos °” .

As células T representam 85% dos linfécitos no polipo nasal, com predominio
de CD8 sobre CD4 °" 21, Assim, o padrdo de resposta inflamatéria seria misto, com
presenca de citocinas dos tipos “Th1” e “Th2” " %', Na resposta tipo “Th1”, estdo
envolvidas as citocinas IL-2, IL-12 e IFN-y, com prevaléncia de IL-3, IL-4, IL-5 e IL-
10 na “Th2". As células “Th1” participam das reacdes de citotoxicidade e inflamacao
local, engajadas na defesa do hospedeiro contra doencas virais, microbianas e
neoplasicas. As células “Th2” atuam, principalmente, na imunidade humoral,
produzindo anticorpos em reacfes atopicas e para a defesa do hospedeiro contra
doencas parasitarias* >" ',

Foram observados um aumento com tendéncia significativa de IL-4 e baixos
valores de IFN-y, sugestivo de uma reacédo com perfil “Th2”. Dessa forma, embora
os linfocitos sejam importantes na formacdo da PNS, ndo se pode excluir a
participacdo de outros mecanismos em sua patogénese.

A interleucina 4 € importante na fluidificacdo do muco em toda arvore
respiratéria, principalmente na vigéncia de processos inflamatérios como a FC. Ela
seria responsavel pela diminuicdo da absorcdo de sodio e um aumento na secrecao

de cloro, atuando na hidratacdo e nas atividades bactericidas do fluido periciliar .
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Seu aumento favorece a baixa concentracdo de sal, semelhante a diminuicdo de
IFN-y, podendo alterar as propriedades bactericidas no fluido periciliar*?.

Originalmente definida como um agente antiviral, IFN-y é importante na
estimulacdo bactericida pelos fagocitos, apresentacdo antigénica através de
moléculas MHC (major histocompatibility complex), interacdo leucoécitos-endotélio e
apoptose celular®®. Em infecces experimentais com patégenos intracelulares, a
supressdo da producdo de INF-y acarretou proliferagdo bacteriana, devido a
auséncia do cleareance intracelular®®,

Dellacono et al. (1997), mostraram que esta citocina, produzida pelos
linfécitos T, tem um papel importante na regulacéo inflamatéria’. E produzida
principalmente por células CD8", bloqueando a resposta inflamatéria tipo “Th2” e
esta elevada nos pacientes com sinusite cronica, devido a uma baixa de IL-4 %% 2%
124 participa na ativacdo e recrutamento dos eosindfilos, assim como na sintese de
colageno pelos fibroblastos, estando relacionada & severidade da doenca " *?%. Atua

na arvore respiratéria através da regulacdo de canais de cloro e sédio®" 8" %°

e pode
causar profundas alteracdes idnicas, principalmente, no transporte transmembrana
de cloro, em epitélios normais e naqueles com FC, diminuindo a expressao de
CFTR99, 100'

A fina camada de liquido que cobre a superficie respiratéria exerce um
importante papel na protecdo contra infecgdes, principalmente, uma atividade anti-
pseudomonas e anti-estafilococus dependentes de CFTR®® % 2% O volume e a
composicao ibnica séo resultados do balanco entre absorcao e secrecédo de ions e
adgua. A dgua se movimenta através do epitélio guiada por forcas osmoticas, fatores
humorais e mecanismos intracelulares % %°.

Smith et al. (1996), observaram grande concentragcdo de cloro no fluido
epitelial nasal de pacientes com FC, aumento da absor¢cdo de sodio intracelular e
uma reducdo importante da atividade bactericida. Eles concluiram que o epitélio
secreta substancias bactericidas na delgada camada fluida epitelial, da qual
depende de baixas concentracées de sal'*.

Na FC, a perda dos canais de cloro dependentes de CFTR acarreta uma alta
concentracdo de sal na superficie e na diminuicdo do poder bactericida. Essas
alteracbes seriam muito mais proeminentes nestes pacientes, onde disfung¢des
importantes nos CFTR ja se encontram instalados, piorando um defeito basico

coexistente % %°. Assim, seria observado um depdsito bacteriano com ativacdo de



69

uma segunda linha de defesa, baseada principalmente em neutréfilos e macréfagos,
ativacdo de varias citocinas e toda cascata inflamatéria. IFN-y seria uma citocina
chave neste microambiente inflamatério, provavelmente, exercendo uma atividade

fundamental neste contexto®®.

Assim, alteracbes de IFN-y e IL-4 poderiam contribuir para maiores
disfungbes dos CFTR, alterando o balanco entre absorcdo e secrecao de fluidos e
eletrélitos, propiciando modificagdes no muco e da composicéo iénica'*.

Este trabalho sugere algumas alteragdes na teoria multifatorial de Bernstein et
al. (1995)*°, adaptando para a patogénese da PNS na FC: o fluxo aéreo na parede
lateral do nariz ou infec¢cdes bacterianas (Staphylococcus aureus ou Pseudomonas
aeruginosa) e virais produziriam alteragc6es inflamatorias na mucosa com ulceracao
e prolapso da submucosa. Conseqiiente reepitelizacdo e formacdo glandular
formariam os polipos. As células inflamatérias e estruturais, incluindo epitélio,
fibroblastos e endotélio vascular, teriam a habilidade de produzir RNA mensageiro
para IL-4, bloqueando a producao de outras citocinas como o IFN-y °.

Esta representaria a maior via de amplificacdo da resposta inflamatoria. A
cascata imunologica teria efeito na integracdo bioelétrica nos canais de sodio e
cloro, com retencdo de liquido no interior das células e da lamina propria,
promovendo o edema e o desenvolvimento da PNS *°.

Deve-se observar que esta resposta pode ser modificada pela presenca de
outras citocinas, células epiteliais e leucocitos. A realizacdo desta analise atraves da
RT-PCR apresentou-se como medida confiavel, trazendo subsidios aos estudos das
citocinas em pacientes portadores de PNS e FC.

Acredita-se que o reconhecimento e o aprofundamento dos achados deste
estudo deverao ser continuados, na tentativa de se conhecer melhor o porqué de
alguns individuos com FC desenvolverem PNS, auxiliando no desenvolvimento de

terapias adjuvantes.



7 CONCLUSOES
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A infiltracdo eosinofilica na PNS, relacionada a FC, foi de 23%.

A expressdo de RNAmM para as interleucinas 5, 6, 8 e GM-CSF, analisadas
pela RT-PCR, foi semelhante nos grupos Fibrose Cistica e Controle. Baixos
indices de IFN-y e tendéncia a maiores valores de IL-4 associaram-se com 0
grupo Fibrose Cistica.
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APENDICE A — POPULACAO ESTUDADA

TABELA 6. Dados da populacdo estudada: grupo, idade e citocinas.
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PACIENTE GRUPO ID FRASCO IL-6 IL-4 IL-5 IL8 IFN-y actina-B GM-CSF
TAS timpanoplastia 12 1b 129430 45000 54684 89280 155000 138584 5367
FAL adenoidectomia 4 4b 42140 47025 41013 44640 250000 147258 3756
SEM septoplastia/turbinoplastia 19 6b 30100 61875 10000 10000 160000 174528 3756

JCBS adenoamigdalectomia 3 b 54180 56925 18228 17856 185000 139982 5635
PSPS timpanoplastia 36 73 23400 18683 40940 93744 82467 139770 4974
OSP septoplastia/turbinoplastia 43 74 36000 43230 4094 124696 131580 110560 6841
LFRB adenoamigdalectomia 6 77 32400 27680 40022 58938 89600 117810 1781
JAM septoplastia/turbinoplastia 30 76 25200 33150 36456 41664 135000 90090 6219
LMSC adenoamigdalectomia 6 5b 18000 26520 18150 68016 139320 113288 7463
KSL septoplastia/turbincetomia 20 2b 275250 12375 18228 34270 125000 133072 4830
LSF timpanoplastia 15 3b 84280 37125 22785 217856 205000 133072 5098
AMP FIBROSE CISTICA 25 2A 101844 110424 47040 83325 113221 152200 8342
GCS FIBROSE CISTICA 16 2E 70308 17340 28809 76398 127190 154549 2951
ISA FIBROSE CISTICA 6 3E 18060 54450 14552 23808 185000 155120 1865
ESM FIBROSE CISTICA 13 4E 57288 20230 10476 103683 116130 134713 2683
AAS FIBROSE CISTICA 11 1E 59892 28900 13095 87312 141015 169426 2683
VBA FIBROSE CISTICA 13 8A 139564 59813 18816 53328 89385 113400 1217
SAP FIBROSE CISTICA 30 A 94300 87419 68128 46662 81420 179450 567
RSM FIBROSE CISTICA 23 6A 26199 82818 47040 53328 41713 174600 1450
RGS FIBROSE CISTICA 20 5A 26404 78217 10000 106656 53631 169750 6528
RSM FIBROSE CISTICA 20 4A 64124 27606 25872 49995 71508 164900 3627
KDSG FIBROSE CISTICA 20 3A 7544 73616 54096 83325 101303 103700 7979
JNL FIBROSE CISTICA 57 9A 35424 87419 41250 93324 95344 149608 567
GOD FIBROSE CISTICA 20 1A 109388 119626 2352 113322 107262 132800 7979




APENDICE B — Célculo do erro tipo | e tipo Il da am  ostra

TABELA 7. Tamanho amostral calculado a partir dos valores de

média e desvio — padrao.

Tamanho amostral necessario

Substéancia Poder 80% Poder 90%
IL-4 18 25
IL-5 1307 1749
IL-6 223677 299574
IL-8 389 521
IFN- y 17 23

GM-CSF 96 129
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APENDICE C - CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA A
PARTICIPACAO EM PESQUISA

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR EM ESTUDO DE
PESQUISA CLINICA

TITULO: ESTUDO CLINICO E IMUNOLOGICO E PESQUISA DO PERFIL DAS
CITOCINAS EM PACIENTES PORTADORES DE POLIPOSE NASOSSINUSAL
NAO EOSINOFILICA ASSOCIADA ‘A MUCOVISCIDOSE.

PESQUISADOR: Dr. Flavio Barbosa Nunes
Tel.: 33734917

INTRODUCAO

E importante que voceé leia e compreenda as seguintes explicacbes sobre a
importancia deste estudo e sobre os procedimentos propostos.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo é avaliar se os pacientes portadores de fibrose cistica e
poélipos nasais sdo semelhantes imunologicamente aos pacientes que apresentam poélipos
nasais eosinofilicos néo alérgicos.

PROCEDIMENTOS
Este estudo tera dois grupos de pacientes:
1. Controle (pacientes que serdo submetidos a cirurgias otorrinolaringologicas).

2. Portadores de pdlipos nasais, associados a fibrose cistica,

Os procedimentos para classificacao e avaliacdo dos pacientes portadores de fibrose
cistica e po6lipos nasais sdo rotineiros no NOSSO servigo que visa a um diagnostico da causa
da polipose de cada paciente.

Para esta classificacdo vocé sera submetido a:

1. Avaliagéo da sua histéria,;

2. Teste cutaneo: exceto os portadores de mucoviscidose, sera realizado teste para
detectar alergias mais comuns (mofo, poeira, cdo, gato, etc). Tomografia computadorizada
de seios paranasais: todos os pacientes portadores de polipose devem realizar tomografia
para avaliar a presenca de pélipos dentro dos seios da face e planejar a cirurgia;
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3. Biopsia dos pdlipos: retirada de polipos por uma pinga prépria de biopsia para estudo
anatomo-patologico. Esta bidpsia podera ser realizada no ambulatério ou durante a sua
cirurgia;

4. Perfil de citocinas nos polipos: estuda as substancias produzidas pelas células e
serdo quantificadas através de bidpsia semelhante a anteriormente descrita;

DESCONFORTOS

Pequeno sangramento nasal devido a biopsia, facilmente controlado.

RISCO

Pequeno sangramento nasal, facilmente controlado.

BENEFICIOS

Um beneficio de sua participagdo neste estudo € a contribui¢cdo para o conhecimento
médico. O conhecimento da causa especifica de sua polipose sera importante para o
acompanhamento futuro de sua doenca.

CUSTO

N&o haverd custos para 0s pacientes e vocé nao recebera qualquer compensacao
financeira por sua participagédo no estudo.
CONFIDENCIALIDADE

Os registros de sua participacao neste estudo serdo mantidos confidencialmente até
onde é permitido por lei. As publicacdes dos dados nédo o (a) identificardo. Os seus registros
médicos seréo de conhecimento do pesquisador e poderdo ser verificados pelo Comité de
Etica em Pesquisa - COEPIUFMG.
DESLIGAMENTO

A sua participacdo € voluntaria. A sua recusa em participar ndo afeta o seu
acompanhamento médico em andamento.
CONTATO COM A COMISSAO DE ETICA

Qualquer duvida que houver a respeito de seus direitos como um (a) paciente de

pesquisa, vocé devera ligar para o Comité de Etica em Pesquisa — COEPIUFMG, no
telefone: 2489364.
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CONSENTIMENTO
Li e entendi as informacdes precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e
todas as minhas duavidas foram respondidas a contento. Este formulario estad sendo

assinado voluntariamente por mim, indicando meu consentimento para participar neste
estudo, até que eu decida o contrario. Receberei uma copia assinada deste consentimento.

Assinatura do Paciente Data

Assinatura da Testemunha Data
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APENDICE D — PERFIL DAS CITOCINAS

TABELA 8. Comparagéo da idade e dos valores das citocinas ajustados pelo valor

da B-actina.
Controles Fibrose Cistica
) ] ] ) ] ] ) Valor
Variavel  Média DP Mediana Amplitude Média DP Mediana Amplitude de P
e
12558, 3- 20064,7-
IL-4 38538,0 21015,0 36495,9 82459 7 64287,5 328351 56187,1 104356.6 0,06
6444,0- 4328,7-
IL-5 27803,6 15974,8 23625,3 57867.5 29918,5 22119,2 28308,6 81327.9 0,88
15571,0- 6905,3-
IL-6 60259,9 52404,5 40113,7 175675.4 60631,7 34630,0 67502,5 112570 8 0,51
13326,8- 24567,5-
IL-8 662545 474215 53019,9 171973.0 74032,6 27356,4 78545,1 120438 6 0,40
80603, 1- 48449,2-
IFN-y  153510,3 65026,5 126851,7 2811125 100839,3 40426,2 94889,7 1909019 0,03
1602,2- 918,1-
GM-CSF  4958,1 1306,4  5286,0 6455.9 4119,6 2627,1 3033,9 8446 1 0,40
Idade 17,7 13,6 15,0 3-43 21,1 12,5 20,0 6-57 0,32
. 90090- 103700-
B-actina 130960 22315 154549 174528 150324 23318 135790 179450 0,052

DP=desvio-padrao.
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ANEXO A - PROTOCOLO GRUPO CONTROLE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
SERVICO DE OTORRINOLARINGOLOGIA

PROTOCOLO DE TESTE ALERGICO

N° FRASCO N°

DATA: / /

REGISTRO:

NOME DO RESPONSAVEL:

NOME

DATA DE NASCIMENTO: 1

IDADE:
SEXO: 1- MASCULINA 2 — FEMININO
COR: 1 - LEUCODERMA 2 - FEODERMA 9 — OUTROS

NATURALIDADE:

PROCEDENCIA:

ESCOLARIDADE: 1 — PRIMEIRO GRAU 2 — SEGUNDO G RAU
9 — NENHUM

ENDERECO:

TELEFONE: -
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CEP: . -
1.  USO DE MEDICAMENTOS:
2.  SINTOMAS NASAIS:
O RINORREIA O  ESPIRROS O PRURIDO
| SECRECAO NASAL d CONGESTAO NASAL
3.  ANTECEDENTES FAMILIARES DE ATOPIA
A)  PAl
0 ASMA O RINITE ALERGICA 0 DERMATITE
ATOPICA
B) MAE
0 ASMA O RINITE ALERGICA 0 DERMATITE
ATOPICA
C) IRMAOS
0 ASMA O RINITE ALERGICA 0 DERMATITE
ATOPICA
4. CONDICOES DE HABITACAO
0 CASA 0 APARTAMENTO
A)  MOFO 0 SIM a0 NAO
B) FUMANTES NO DOMICILIO  OSIM 0 NAO
O PAI 0 MAE 0 OUTROS
C)  ANIMAIS DOMESTICOS 0O SIM 0 NAO
0 CACHORRO 0 GATO 0 OUTROS
D) CORTINANO QUARTO 0OSIM 0 NAO
E)  CORTINA OUTROS COMODOS 0 SIM a0 NAO
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F) PISO DO DORMITORIO

0 CERAMICA U0 MADEIRA U CIMENTO
G) REVESTIMENTO DO COLCHAO 0 SIM 0 NAO
E) REVESTIMENTO DO TRAVESSEIRO [ SIM 0 NAO

TESTES CUTANEOS DE HIPERSENSIBILDADE IMEDIATA

ERITEMA / PAPULA

1. CONTROLE NEGATIVO /
2. ASPERGILLUS FULMIGATUS /
3. PENICILLIUM NOTATUM /
4. ALTERNARIA ALTERNATA /
5. BLATELLA GERMANICA /
6. PERIPLANETA AMERICANA /
7. CANIS FAMILIARIS /
8. FELIS DOMESTICUS /
9. BLOMIA TROPICALIS /
10. DERMATOPHAGOIDES FARINAE /

11. ERMATOPHAGOIDES PTERONYSSINUS /




ANEXO B — AVALIACAO OTORRINOLARINGOLOGICA DOS PACIE NTES

PORTADORES DE FIBROSE CISTICA

PROTOCOLO
PARTE 1: Identificacdo
NuUmero:
Nome:
Nome do responsavel:
Registro (HC-UFMG):
Data de Nascimento: /| [
Idade:
Sexo: 1 — Masculino 2- Feminino
Cor: 1 - Leucoderma 2- Feoderma 9 — Qutros
Naturalidade:
Procedéncia:
Escolaridade: 1 — Primeiro Grau 2- Segundo Gr au 3 — Nenhum

Endereco:

Telefone: - -

Cep:

Renda familiar média: ,

NUmero:

96
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PARTE 2: Avaliacdo Pneumoldgica

Escore de Schwachmann / / )

NUumero: Data: [/ /

PARTE 3: Avaliacédo Rinoldgica

1 — Sintomas relacionados:

(Seu filho / Vocé tem o nariz constantemente entupido?)

Obstrucdo nasal 1-Sim 2- Nao 9 — N&o sabe informar
(Seu filho / Vocé esta com o nariz escorrendo nas duas Ultimas semanas?)
Rinorréia

(Vocé percebe descer / escorrer secre¢do atras, do nariz para garganta?)
Gotejamento posterior

(Seu filho / Vocé respira constantemente de boca aberta? Seu filho / Vocé dorme de
boca aberta?)

Respirador bucal __

(Seu filho / Vocé esté tossindo nas ultimas duas semanas?)

Tosse

(Seu filho / Vocé dorme tranquilamente ou tem o sono agitado?)

Sono agitado

(Seu filho / Vocé tem sono durante o dia?)

Sonoléncia diurna __

(Seu filho / Vocé sente dor de cabeca?)

Cefaléia

(Seu filho / Vocé identifica os alimentos pelo cheiro? Seu filho / Vocé percebe
cheiros desagradaveis?)

Anosmia

(Seu filho / Vocé sente dor no rosto?)

Dor facial

(Seu filho / Vocé sente dor ao redor dos olhos?)

Dor periorbitaria
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(Seu filho / Vocé ficou rouco nas ultimas duas semanas? Vocé percebe alguma

alteracdo na sua voz?)

Alteracdo davoz

(Seu filho / Vocé cansa com facilidade durante atividades fisicas como jogar bola,

brincar de pigue - esconde subir um morro ou escadas?)

Intolerancia a atividades fisicas

(Seu filho / Vocé tem tido mau halito nas dltimas duas semanas?)

Halitose

2 — Ectoscopia / Otoscopia:

Fascies atipica Y - Sim

Alargamento do dorso nasal
Hipertelorismo ___
Proptose

Respiragéo bucal durante a consulta __

MT direita
MT esquerda

3 — Rinoscopia anterior

1 — Septo centralizado

4 — Oroscopia

Palato ogival __

5 — Endoscopia:
5.1 — Cavidade nasal direita

Normal

N-N&o

1 — Brilhante e translucida
2 — Nivel liquido

4 — Hiperemia radiada

8 — Retraida

16 — Opacificada

32-TV

2- Desvio de septo 9 — N&o avaliado

1- Amigdalas cripticas ou grau |
2 — Hipertrofia amigdaliana grau |l
3 — Hipertrofia amigdaliana grau Il

4 — Hipertrofia amigdaliana grau IV

Y —Sim N - Nao

2 —Nao 9 — Nao avaliado



Mucosa nasal congesta

Mucosa nasal hiperemiada___

Secrecao mucoide assoalho

Secrecao mucoide evidente em MM __
Secrecdo mucodide evidente em recesso EE
Secrecao mucopurulenta assoalho__

Secrecao mucopurulenta evidente em MM_

Secrecao mucopurulenta evidente em recesso EE___

Pdlipos nasais__
Abaulamento medial da parede lateral__

Ostios tubarios livres__

5.1 — Cavidade nasal esquerda 1-Sim
Normal

Mucosa nasal congesta

Mucosa nasal hiperemiada___

Secrecdo mucéide assoalho

Secrecdo mucodide evidente em MM __
Secrecdo mucodide evidente em recesso EE
Secrecao mucopurulenta assoalho__

Secrecao mucopurulenta evidente em MM_

Secrec¢ao mucopurulenta evidente em recesso EE___

Pdlipos nasais__
Abaulamento medial da parede lateral

Ostios tubarios livres__

5.3 — Rinofaringe__

5.4 — Orofaringe __

2 —Nao 9 — Nao avaliado

1- Rinofaringe livre

2- Adendide < 60%

3 — Adendide entre 60 e 70 %
4 — Adenoide entre 70 e 80 %
5 — Adendide entre 80 e 90 %
6 — Adenoide >90%

1 - Normal

2 — Amigdalas obstrutivas
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5.5—Laringe __

6 — Estadiamento da polipose:

Polipose nasal a direita:

Plano horizontal D __ 1-H1 2-H2 3-HT
Plano vertical D ___ 1-V1 2-VS 3-Vi
Plano ant - postD 1-P1 2-Pa 3-Pp

Polipose nasal a esquerda:

Plano horizontal E 1-H1 2-H2 3-HT
Plano vertical E__ 1-V1 2-VS 3-Vi
Plano ant - postE 1-P1 2-Pa 3-Pp

7 — Anatomia Patoldgica:

100

1 — Normal

2 — Alterada

4- Ausente
4- VT 5- Ausente
4-PT 5 - Ausente

4- Ausente
4- VT 5- Ausente
4-PT 5 - Ausente

Biopsia de pdlipos nasais __ 1- Eosinofilico 2— N4o — eosinofilico

Biopsia de mucosa nasal ___ 1- Normal 2— Alterada

8 — Radiografia de Seios da Face:

Data da radiografiade SF /[

Hipoplasia de frontal __ Y - Sim
Hipoplasia de esfendide

Velamento maxilar a direita__

Velamento maxilar a esquerda

Outros

9- TC de Seios da Face:

DatadaTCdeSF__ / [

Hipoplasia de frontal __ Y - Sim
Hipoplasia de esfendide

Velamento maxilar a direita__

Velamento maxilar a esquerda

Velamento etmoidal a direita __

Velamento etmoidal a esquerda
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Velamento esfenoidal a direita
Velamento esfenoidal a esquerda___
Desmineralizacdo do proc. unciforme
(parede medial do maxilar)

Abaulamento medial da parede lateral __
Concha bulhosa
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ANEXO C - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFMG

UW\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Votopbsdiligéncia. 123

PROCESSO ETIC n°® 209/03

Interessados:

Dr. FLAVIO BARBOSA NUNES, otorrinolaringologista, mestre, doutorando
(pesquisador responsavel).

Prof. ROBERTO EUSTAQUIO SANTOS GUIMARAES, orientador;

Dr EVALDO NASCIMENTO, co-orientador

Departamento: Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Fonoaudiologia
Unidade: Faculdade de Medicina da UFMG

PARECER

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou no dia 17
de dezembro de 2003, apdés cumprida a diligéncia, o projeto de pesquisa
intitulado « Estudo Clinico-imunolégico e Pesquisa do Perfil das
Citocinas em Pacientes Portadores de Polipose Nasossinusial Nao-

Eosinofilica Associada A Mucoviscidose » .

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um ano

apds o inicio do projeto.

/7

S [
Prof. Dr. Dirceu Bdrtolomeu Greco

Presidente do COEP/UFMG

&

Av. Alfredo Balena, 110 — 1°andar - 30130-100 Belo Horizonte, MG
(31) 3248-9364 - FAX: (31) 3248 -9380 cosp@reitoria.ifmg.br




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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