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RESUMO

SOUSA, J. C. Avaliacao do perfil de citocinas em culturas celulares derivadas
de pdlipos nasais eosinofilicos (antes e apds a acédo do interferon-a) e
pesquisa de células natural Killer t invariante (iINKT) em pélipos nasais
eosinofilicos. 2018 104f. Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude) — Universidade
Federal do Triangulo Mineiro, Uberaba, MG, 2018.

Introducéo: a rinossinusite crénica (RSC) é uma doenca extremamente complexa e
heterogénea caracterizada por inflamacdo na mucosa nasossinusal por mais de 12
semanas. Mostra-se bastante incidente na populacéo geral e com relevante impacto
na qualidade de vida desses pacientes, além de demandar elevados custos
relacionados com seu tratamento. Atualmente, a RSC é classificada fenotipicamente
em RSC sem pdlipos nasais (RSCsPN) e RSC com polipos nasais (RSCcPN). As
bases moleculares e celulares desses dois fenotipos sao distintas. Enquanto a
RSCsPN caracteriza-se por padrdo inflamatério Thl com predominio neutrofilico,
80% da RSCcPN, no Ocidente, exibe padrdo inflamatério Th2 com predominio
eosinofilico. De acordo com 0s consensos vigentes, 0s corticosteroides, 0s
antibiéticos e a cirurgia constituem as principais alternativas terapéuticas. Entretanto,
nao raramente, essas possibilidades de tratamento falham por n&o atingirem o
controle clinico adequado dos pacientes, em especial daqueles que apresentam
padrdo de citocinas Th2, intenso infiltrado eosinofilico e asma. Os interferons (IFNs)
compreendem um conjunto de glicoproteinas que, devido as suas acobes
imunomoduladora, antiviral e antiproliferativa, sdo amplamente usadas no
tratamento de vasta variedade de doencas crénicas. Também ocupam lugar definido
no tratamento de doencgas eosinofilicas, tornando-se uma opcdo em casos de
pacientes refratarios a corticoterapia ou, conjuntamente a essa, a fim de reduzir a
dosagem do corticosteroide. Objetivo: esta pesquisa visa avaliar a acdo do IFN-a
sobre a producao da citocina Th2 subtipo IL-4, das citocinas Th1l subtipos IFN-y e IL-
2, das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-B e da citocina regulatéria IL-10 em
culturas celulares de polipos nasais eosinofilicos, assim como detectar a presenca
de células INKT e seus receptores de ativagdo (NKG2D) e de inibicdo (KIR) no
tecido polipoide nasal. Método: foram realizadas culturas celulares a partir de
amostras de tecido polipoide nasal coletadas de 13 pacientes com RSCcPN
eosinofilica. Os pdlipos foram considerados eosinofilicos segundo o exame

histopatolégico (>20 eosinodfilos/campo de grande aumento). As culturas celulares



foram estimuladas com 3000 Ul de IFN-a. As concentragdes do IFN-y, TNF-a e
interleucinas 2, 4, 6 e 10 foram avaliadas, por citometria, no sobrenadante das
culturas celulares, antes e apos a estimulagdo com IFN-a. Avaliou-se também, a
concentracdo de células INKT e seus receptores NKG2D e KIR nas amostras de
tecido polipoide nasal eosinofilico. Resultados: entre os pacientes da amostra, 61%
eram homens. A média de idade do grupo era 53 anos. 46% dos pacientes eram
asmaticos. Os pacientes apresentaram elevados valores para os indices de Lund-
Mackay (média igual a 17 para total de 24) e Lund-Kennedy (média igual a 3,69 para
total de 4). Houve diminuig&o significativa da concentragéo de IL-4 (p = 0,0078), em
relacdo aos controles, 24 horas apds a exposicao das culturas a acado do IFN-a.
Observou-se também que a reducdo da concentracdo de IL-4 foi significativamente
mais intensa nas culturas avaliadas 24 horas ap6s o estimulo do IFN-q,
comparativamente as culturas avaliadas 12 horas apés (p = 0,0039). Com relacdo a
IL-6 (p = 0,0186), a IL-10 (p = 0,0039) e ao IFN-y (p = 0,0039), as culturas celulares
dos polipos nasais eosinofilicos apresentaram, relativamente aos  controles,
aumento significativo das suas concentracdes, 24 horas apdés a acdo do IFN-a.
Notou-se também que a elevacdo da concentracdo destas citocinas foi
significativamente mais relevante nas culturas avaliadas 24 horas apds o estimulo
do IFN-a, comparativamente as culturas avaliadas 12 horas apés (p = 0,0039 para
IL-6, p = 0,0091 para IL-10 e p = 0,0269 para IFN-y). Ao que se refere as
interleucinas IL-2 e TNF-a, nao houve diferenca significativa nas suas
concentracdes, em relacdo aos controles, ap6s a estimulacdo das culturas com o
IFN-a. Houve aumento significativo da concentragéo de células iNKT e seu receptor
de ativacdo NKG2D no tecido polipoide nasal, em relacdo a mucosa sinusal de
pacientes controle. N&o houve diferenca significativa na concentracdo do receptor de
inibicdo KIR. Concluséo: a analise dos resultados demonstra que o IFN-a alterou o
padrdo de citocinas nos sobrenadantes das culturas celulares dos polipos nasais
eosinofilicos. A estimulagéo das culturas com IFN-a produziu diminuigao significativa
da concentracdo da IL-4 (perfil Th2) e aumento significativo da IL-10 (perfil
regulatorio), do IFN-y (perfil Th1) e da IL-6 (pré-inflamatéria). Estas observacdes, em
conjunto, sugerem que a acao do IFN-q, in vitro, promove um rebalanceamento dos
perfis inflamatérios nas culturas celulares dos pdlipos nasais eosinofilicos,
favorecendo a expressdo de citocinas Thl e regulatorias, em detrimento das

citocinas do padrdo Th2. Os resultados demonstram também que o tecido polipoide



nasal eosinofilico apresenta, significativamente, maior populagéo de células iINKT e
seu receptor de ativagdo NKG2D, comparativamente a mucosa sinusal controle.

Palavras-chave: Polipose Nasal. Citocina. Interferon -a



ABSTRACT

SOUSA, J. C. Evaluation of the cytokines profile in cellular cultures derived
from eosinophilic ethanol polymers (before and after the action of interferon-a)
and natural killer t invariant (iINKT) cell research in eosinophilic eosin
polymers. 2018 104f. Thesis (Doctorate in Health Sciences) - Federal University of
Triangulo Mineiro, Uberaba, MG, 2018.

Introduction: Chronic Rhinosinusitis (CRS) is an extremely complex and
heterogeneous disease characterized by inflammation in the nasosinusal mucosa for
more than 12 weeks. There is a significant incident in the general population and with
a significant impact on the quality of life of these patients, in addition to demanding
high costs related to their treatment. Currently, CRS is classified phenotypically in
CRS without nasal polyps (CRSsNP) and CRS with nasal polyps (CRSsNP). The
molecular and cellular bases of these two phenotypes are distinct. While CRSsSNP is
characterized by a Thl inflammatory pattern with neutrophilic predominance, 80% of
CRSsNP in the West exhibits a Th2 inflammatory pattern with eosinophilic
predominance. According to the current consensus, corticosteroids, antibiotics and
surgery are the main therapeutic alternatives. However, not infrequently, these
treatment possibilities fail because they do not reach adequate clinical control of the
patients, especially those with Th2 cytokine pattern, intense eosinophilic infiltrate and
asthma. Interferons (IFNs) comprise a set of glycoproteins which, because of their
immunomodulatory, antiviral and anti-proliferative actions, are widely used in the
treatment of a wide variety of chronic diseases. They also occupy a definite place in
the treatment of eosinophilic diseases, becoming an option in patient’s refractory to
corticoid therapy or, in conjunction with it, in order to reduce corticosteroid dosage.
Objective: This study aims to evaluate the action of IFN-a on the production of
cytokine Th2 subtype IL-4, cytokines Thl subtypes IFN-y and IL-2, pro-inflammatory
cytokines IL-6 and TNF-B and regulatory cytokine IL -10 in cell cultures of
eosinophilic nasal polyps, as well as to detect the presence of NKTi cells and their
activation (NKG2D) and inhibitory (KIR) receptors in nasal polypoid tissue. Method:
Cell cultures were performed from samples of nasal polypoid tissue collected from 13
patients with eosinophilic CRScPN. Polyps were considered eosinophilic according to
histopathological examination (> 20 eosinophils / high magnification field). Cell

cultures were stimulated with 3000 IU of IFN-a. Concentrations of IFN-y, TNF-a and



interleukins 2, 4, 6 and 10 were assessed by cytometry in the supernatant of the cell
cultures, before and after IFN-a stimulation. The concentration of NKTi cells and their
NKG2D and KIR receptors in the samples of nasal polypoid eosinophilic tissue.
Results: Among the patients in the sample, 61% were men. The mean age of the
group was 53 years. 46% of the patients were asthmatic. Patients presented high
values for the Lund-Mackay indices (mean of 17 for a total of 24) and Lund-Kennedy
(mean of 3.69 for a total of 4). There was a significant decrease in IL-4 concentration
(p = 0.0078), compared to controls, 24 hours after exposure of the cultures to the
action of IFN-a. It was also observed that the reduction of IL-4 concentration was
significantly more intense in the cultures evaluated 24 hours after IFN-a stimulation,
compared to cultures evaluated 12 hours later (p = 0.0039). With regard to IL-6 (p =
0.0186), IL-10 (p = 0.0039) and IFN-y (p = 0.0039), cellular cultures of eosinophilic
nasal polyps presented, relatively to the controls, a significant increase in their
concentrations, 24 hours after the action of IFN-a. It was also noted that the elevation
of these cytokines concentration was significantly more relevant in the cultures
evaluated 24 hours after IFN-a stimulation, compared to the cultures evaluated 12
hours later (p = 0.0039 for IL-6, p = 0, 0091 for IL-10 and p = 0.0269 for IFN-y).
Concerning interleukins IL-2 and TNF-a, there was no significant difference in their
concentrations, in relation to the controls, after the stimulation of cultures with IFN-a.
There was a significant increase in the concentration of NKTi cells and their NKG2D
activation receptor in the nasal polypoid tissue, in relation to the sinus mucosa of
control patients. There was no significant difference in KIR inhibition receptor
concentration. Conclusion: Analysis of the results demonstrate that IFN-a altered
the cytokine pattern in the supernatants of the cell cultures of the nasal eosinophilic
polyps. Stimulation of IFN-a culture produced a significant decrease in IL-4
concentration (Th2 profile) and a significant increase in IL-10 (regulatory profile), IFN-
y (Thl profile) and IL-6 (pro-inflammatory). These observations, together, suggest
that the action of IFN-a, in vitro, promotes a rebalancing of inflammatory profiles in
cell cultures of nasal eosinophilic polyps, favoring the expression of Thl and
regulatory cytokines, to the detriment of Th2 cytokines. The results also demonstrate
that the eosinophilic nasal polypoid tissue has significantly larger population of NKTi

cells and its activation receptor NKG2D, compared to the sinus mucosa control.

Key words: Nasal Polypoid. Cytokine. Interferon -a



RESUMEN

SOUSA, J. C. Evaluacion del perfil de citocinas en culturas celulares derivadas
de pdlipos nasales eosinofilicos (antes y después de la accion del interferon-a)
e investigacion de células natural killer t invariante (iNKT) en polipos nasales
eosinofilicos. 2018 104f. Tesis (Doctorado en Ciencias de la Salud) - Universidad
Federal del Triangulo Mineiro, Uberaba, MG, 2018.

Introduccion: la rinosinusitis crénica (RSC) es una enfermedad extremadamente
compleja y heterogénea caracterizada por inflamacién en la mucosa nasosinusal por
mas de 12 semanas. Se muestra bastante incidente en la poblacion general y con
relevante impacto en la calidad de vida de estos pacientes, ademas de demandar
elevados costos relacionados con su tratamiento. Actualmente, la RSC se clasifica
fenotipicamente en RSC sin poélipos nasales (RSCsPN) y RSC con pdlipos nasales
(RSCcPN). Las bases moleculares y celulares de estos dos fenotipos son distintas.
Mientras que la RSCPN se caracteriza por el patron inflamatorio Thl con predominio
neutrofilico, el 80% de la RSCcPN, en Occidente, exhibe el patrén inflamatorio Th2
con predominio eosinofilico. De acuerdo con los consensos vigentes, los
corticosteroides, los antibidticos y la cirugia constituyen las principales alternativas
terapéuticas. Sin embargo, no raramente, estas posibilidades de tratamiento fallan
por no alcanzar el control clinico adecuado de los pacientes, en especial de aquellos
que presentan patrén de citocinas Th2, intenso infiltrado eosinofilico y asma. Los
interferones (IFN) comprenden un conjunto de glicoproteinas que, debido a sus
acciones inmunomoduladora, antiviral y antiproliferativa, son ampliamente usadas en
el tratamiento de una amplia variedad de enfermedades cronicas. También ocupan
lugar definido en el tratamiento de enfermedades eosinofilicas, convirtiéndose en
una opcidn en casos de pacientes refractarios a la corticoterapia o, conjuntamente a
esa, a fin de reducir la dosificacion del corticoesteroide. Objetivo: Esta investigacion
pretende evaluar la accion del IFN-a sobre la produccion de la citocina Th2 subtipo
IL-4, de las citocinas Thl subtipos IFN-y e IL-2, de las citocinas pro-inflamatorias 1L-6
y TNF-B y de la citocina en los cultivos celulares de pdlipos nasales eosinofilicos, asi
como detectar la presencia de células iINKT y sus receptores de activaciéon (NKG2D)
y de inhibicion (KIR) en el tejido polipoide nasal. Método: Se realizaron cultivos
celulares a partir de muestras de tejido polipoide nasal recogidas de 13 pacientes

con RSCcPN eosinofilica. Los poélipos fueron considerados eosinofilicos segun el



examen histopatologico (> 20 eosinofilos / campo de gran aumento). Los cultivos
celulares fueron estimulados con 3000 Ul de IFN-a. Las concentraciones de IFN-y,
TNF-a e interleucinas 2, 4, 6 y 10 se evaluaron por citometria en el sobrenadante de
los cultivos celulares, antes y después de la estimulacion con IFN-a. Se evalud
también la concentracion de células iINKT y sus receptores NKG2D y KIR en las
muestras de tejido polipoide nasal eosinofilico. Resultados: Entre los pacientes de
la muestra, el 61% eran hombres. El promedio de edad del grupo era de 53 afios. El
46% de los pacientes eran asmaticos. Los pacientes presentaron altos valores para
los indices de Lund-Mackay (media igual a 17 para total de 24) y Lund-Kennedy
(media igual a 3,69 para total de 4). Se observé una disminucion significativa de la
concentracion de IL-4 (p = 0,0078), en relacion a los controles, 24 horas después de
la exposicion de los cultivos a la accién del IFN-a. Se observé también que la
reduccion de la concentracion de IL-4 fue significativamente mas intensa en los
cultivos evaluados 24 horas después del estimulo del IFN-a, en comparacion con los
cultivos evaluados 12 horas después (p = 0,0039). En cuanto a la IL-6 (p = 0,0186),
a la IL-10 (p = 0,0039) y al IFN-y (p = 0,0039), los cultivos celulares de los pélipos
nasales eosinofilicos presentaron, aumento significativo de sus concentraciones, 24
horas después de la accion del IFN-a. Se observé también que la elevacion de la
concentracion de estas citocinas fue significativamente mas relevante en los cultivos
evaluados 24 horas después del estimulo del IFN-a, en comparacién con los cultivos
evaluados 12 horas después (p = 0,0039 para IL-6, p = 0, 0091 para IL-10 ep =
0,0269 para IFN-y). En lo que se refiere a las interleucinas IL-2 y TNF-a, no hubo
diferencia significativa en sus concentraciones, en relacion a los controles, después
de la estimulacion de los cultivos con el IFN-a. Se observé un aumento significativo
de la concentracion de células INKT y su receptor de activacion NKG2D en el tejido
polipoide nasal, en relacion con la mucosa sinusal de pacientes control. No hubo
diferencia significativa en la concentracion del receptor de inhibicion KIR.
Conclusion: El andlisis de los resultados demuestra que el IFN-a altero el patron de
citocinas en los sobrenadantes de los cultivos celulares de los pélipos nasales
eosinofilicos. La estimulacion de los cultivos con IFN-a produjo una disminucion
significativa de la concentracion de IL-4 (perfil Th2) y un aumento significativo de la
IL-10 (perfil regulatorio), del IFN-y (perfil Thl) y de la IL-6 (pro-inflamatoria). Estas
observaciones, en conjunto, sugieren que la accién del IFN-a, in vitro, promueve un

rebalanceamiento de los perfiles inflamatorios en los cultivos celulares de los pélipos



nasales eosinofilicos, favoreciendo la expresion de citocinas Thl y regulatorias, en
detrimento de las citocinas del patrén Th2. Los resultados demuestran también que
el tejido polipoide nasal eosinofilico presenta significativamente mayor poblacion de
células iINKT y su receptor de activacion NKG2D, en comparacién con la mucosa

sinusal control.

Palabras-clave: Polipos Nasales. La citocina. Interferones -a
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1 INTRODUCAO

A rinossinusite cronica (RSC) é uma doenca multifatorial complexa, que se
caracteriza por uma inflamacdo da mucosa nasossinusal por pelo menos 12
semanas. Clinicamente, exige a presenca de pelo menos dois dos seguintes sinais e
sintomas: obstrucdo (congestdo) nasal, secrecdo anterior ou posterior, dor ou
pressdo facial, perda ou reducdo do olfato. Necessariamente, um dos sinais e
sintomas deve ser obstrucdo (congestdo) nasal ou secrecdo anterior ou posterior.
Os achados endoscépicos nasais de polipos, e/ou secrecao, e/ou edema de meato
médio, assim como os achados tomogréaficos de alteragcdes da mucosa no complexo
osteomeatal ou nos seios paranasais, corroboram com o diagnostico dessa doenca
(FOKKENS et al., 2012b).

A prevaléncia da RSC na populacdo geral é elevada, assim como sao
elevados os custos, diretos e indiretos, relacionados ao seu tratamento. Conhecer a
real prevaléncia da RSC na populacdo geral € um desafio para os estudos
epidemioldgicos, uma vez que seu diagnostico € baseado em sintomas subjetivos
atrelados ao reconhecimento objetivo de inflamacao tecidual. Entretanto, os métodos
para reconhecer objetivamente a inflamacdo tecidual, na maioria das vezes, nao
estdo disponiveis em larga escala. Logo, os estudos populacionais de prevaléncia
baseiam-se amplamente em questionarios que avaliam a questdo subjetiva dos
sintomas. Um estudo europeu, avaliando 57.128 individuos adultos de 12 paises,
encontrou uma prevaléncia geral de 10,9%, com importante variacdo geografica de
7% a 27% (HASTAN et al., 2011).

Durante pesquisa nacional de saude em 2012, avaliando-se 34.525 individuos
americanos, 12% dos entrevistados afirmaram terem recebido o diagnéstico de
sinusite no ano anterior (BLACKWELL; LUCAS; CLARKE, 2014). No continente
asiatico, pesquisadores chineses avaliaram 10.636 individuos de sete cidades da
China continental, encontrando uma prevaléncia de 8% e variagdo de 4,8% e 9,7%
(SHI et al., 2015). A prevaléncia de RSC na cidade de Sao Paulo foi de 5,51%,
segundo estudo que entrevistou 2003 individuos (PILAN et al., 2012).

Uma reviséo sistematica, realizada em 2014, nos Estados Unidos, avaliou os
custos diretos e indiretos relacionados com os varios aspectos do manejo da RSC.
Segundo esse estudo, o sistema de salude americano gasta entre 6,9 a 9,9 bilhdes
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de dodlares em custos diretos e 13 bilhdes em custos indiretos, ao ano, na
assisténcia aos pacientes com RSC (SMITH; ORLANDI; RUDMIK, 2015).

Com os objetivos de avaliar os pacientes com RSC e padronizar acdes
terapéuticas, tradicionalmente, distinguem-se a RSC em duas apresentacoes
clinicas: rinossinusite crénica sem polipose nasossinusal (RSCsPN) e rinossinusite
cronica com polipose nasossinusal (RSCcPN) (FOKKENS et al., 2012b). Entretanto,
na pratica clinica, reconhecem-se importantes fenétipos da RSC, tais como: RSC
infecciosa, RSC fungica alérgica, RSC com doenca respiratoria exacerbada pela
Aspirina, RSC com fibrose cistica, RSC néo eosinofilica e RSC eosinofilica (PAYNE;
BORISH; STEINKE, 2011; STEINKE; BORISH, 2016). A distincdo da RSC em
RSCsPN e RSCcPN foi norteada, em grande parte, pelos achados que indicavam a
associacdo entre poélipos nasais e eosinofilia tecidual. De fato, varios estudos tem
demonstrado que h& uma predomindncia de eosindfilos nos pdlipos nasais
encontrados nos pacientes ocidentais com RSCcPN (POLZEHL et al., 2006; VAN
ZELE et al., 2006; PAYNE et al., 2011).

Entretanto, a presenca e a extensdo desta eosinofilia podem variar
extremamente, encontrando-se subgrupos de pacientes com RSCcPN onde nao ha
predominio de eosindfilos. Em paises asiaticos, como China, Coréia e Japdo,
diversos trabalhos tem demonstrado auséncia de predominio eosinofilico nos
pacientes com RSCcPN (CAO et al., 2009; YOSHIMURA et al., 2011; IKEDA et al.,
2013).

Diante da compreensdo dessa heterogeneidade fenotipica, e por entender
que a caracterizacdo fenotipica ndo prevé um completo esclarecimento da
fisiopatologia celular e molecular subjacente, os avancos no conhecimento da RSC
tém caminhado na direcdo de que essa doenca seria constituida de subtipos
biolégicos, ou endotipos, os quais poderiam ser identificados por meio de
biomarcadores.

Sob a perspectiva molecular e celular, inicialmente, associou-se a RSCcPN a
um padrao inflamatério caracterizado por uma predominancia de linfocitos T helper
2 (Th2) com aumento da expressao de interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5),
interleucina 13 (IL-13), fator de transcricdo “trans” codificado pelo gene gata 3
(GATA-3) , imunoglobulina E (IgE) e proteina catidénica eosinofilica (ECP)(VAN ZELE
et al.,, 2006; VAN BRUAENE et al.,, 2008). Por outro lado, na RSCsPN, haveria

predominio de linfocitos T helper 1 (Th1l) com aumento de fator de transformacéo do
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crescimento do tipo beta (TGF-B), interferon gama (IFN-y) e diminuicdo da ECP
(VAN ZELE et al., 2006; VAN BRUAENE et al., 2009).

Mais recentemente, varias pesquisas tém demonstrado que a polarizacéo
entre Th2/RSCcPN e Th1l/RSCsPN ndo representa, na plenitude, o universo
molecular no qual esta inserido a RSC. Diversas interleucinas, como interleucina
17A (IL-17A), interleucina 21 (IL-21), interleucina 22 (IL-22), interleucina 33 (IL-33),
interleucina 25 (IL-25) e interleucina 32 (IL-32), j& foram detectadas, em maior
expressdo, no tecido dos pacientes com RSC. Assim, houve uma expansdo dos
endodtipos da RSC, envolvendo também perfis celulares e moleculares T helper 17
(Th17) e T helper 22 (Th22) (TOMASSEN et al., 2016; SCHECKENBACH;
WAGENMANN, 2016; SUN; OUYANG,; LUO, 2017)

A abordagem terapéutica da RSC se apoia nos tratamentos clinico e cirargico.
No que diz respeito ao tratamento clinico, varios farmacos ja foram testados.
Entretanto, apenas os corticosteroides tdpicos e orais, assim como 0s antibiéticos,
encontram, na literatura, grau de evidéncia elevado e forte recomendacéo. Devido
sua relevante acdo antinflamatéria, o corticosteroide é a mais efetiva opcdo no
controle inflamatério da RSC. O corticosteroide tépico demonstra efeitos satisfatérios
sobre os sintomas dos pacientes com RSCsPN. Além disso, é capaz de melhorar o
tamanho dos pélipos e a obstrucdo nasal nos pacientes com RSCcPN. O
corticosteroide oral também exerce potente acdo antinflamatéria, entretanto, devido
aos possiveis efeitos colaterais, € recomendado por curto intervalo de tempo. Na
medida em que a possibilidade de efeitos colaterais aumenta com o tempo de
tratamento e com a dose utlizada, tratamentos longos e com altas doses de
corticosteroide via oral devem ser desencorajados. O tratamento cirargico da RSC
pode ser considerado quando ndo ha melhora da sintomatologia, a despeito do
maximo tratamento clinico (FOKKENS et al., 2012b; PETERS et al., 2014).

Uma vez que a RSC apresenta uma diversidade de fenotipos e endotipos,
tanto o tratamento clinico quanto o cirdrgico ndo garantem homogeneidade com
relacdo ao controle dos sintomas da doenca. Diante do arsenal terapéutico de que
se disp6e no momento, cerca de 38% a 51% dos pacientes com RSC ainda falham
em responder ao tratamento proposto (LAL; SCIANNA; STANKIEWICZ, 2009;
BAGULEY et al., 2014).
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Em especial para um grupo de pacientes com RSCcPN, eosinofilia tecidual,
perfil Th2 e asma, o controle clinico da doenca torna-se tarefa de dificil alcance
(VAN ZELE et al., 2014).

Recentemente, um estudo prospectivo multicéntrico revelou que 35% dos
pacientes com RSCcPN apresentaram recidiva pos-operatéria dos polipos em seis
meses de seguimento (DECONDE et al., 2017). Assim, torna-se evidente que,
apesar de todo arsenal terapéutico disponivel até o momento, o tratamento da RSC
nao atende as necessidades de todos os pacientes.

No caso da RSCcPN, novos alvos terapéuticos tém sido desenvolvidos,
ancorados na caracterizacdo das bases celular e molecular envolvidas na
imunopatologia da RSCcPN. Sabe-se que a maioria dos casos de RSCcPN tem
como sustentacdo uma predominancia celular inflamatéria do tipo Th2, com
envolvimento de citocinas, IL-4, IL-5, IL-13, eosindfilos e IgE (TOMASSEN et al.,
2016). Isso torna as citocinas Th2 e as ceélulas inflamatorias associadas e seus
produtos, alvos perfeitos para intervencgdes terapéuticas mais recentes e inovadoras.

Um estudo duplo-cego, randomizado e placebo controlado, avaliou a acdo do
anticorpo monoclonal omalizumabe, um anticorpo com grande afinidade pela IgE
livre, em pacientes alérgicos e ndo alérgicos com polipose nasal e asma. Os
resultados mostraram significativa reducdo no tamanho dos pélipos e melhora das
imagens tomograficas, das queixas de obstrucdo nasal, da rinorréia anterior e da
anosmia (GEVAERT et al., 2013).

Tendo como alvo a IL-5, um estudo duplo-cego, placebo controlado, foi
realizado avaliando a acédo do mepolizumabe, um anticorpo monoclonal humanizado
especifico contra IL-5 humana livre, em pacientes com polipose nasal severa,
refratarios ao tratamento com corticosteroide. Houve diferenca significativa no
tamanho dos polipos, assim como nas avaliagbes das imagens tomograficas
(GEVAERT et al., 2011).

Recentemente, um estudo duplo-cego, placebo controlado e randomizado,
avaliou os efeitos do dupilumabe, um anticorpo monoclonal humanizado contra a
subunidade alfa do receptor da IL-4, que interfere tanto na via da IL-4 quanto da IL-
13, em 60 pacientes com polipose nasal bilateral, refratarios ao tratamento com
corticosteroide tépico. No grupo tratado, o escore endoscépico dos polipos nasais, 0
escore da tomografia, e cada um dos sintomas tipicos, bem como as medicbes de
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fluxo nasal, melhoraram significantemente em comparagdo ao grupo placebo
(BACHERT et al., 2016).

Os interferons (IFNs) compreendem um conjunto de glicoproteinas que,
devido suas acbGes imunomoduladora, antiviral e antiproliferativa, sdo amplamente
usadas no tratamento de uma vasta variedade de doengas cronicas, incluindo
esclerose multipla, infeccéo pelo virus da hepatite C (HCV) e certos tipos de cancer.
Também ocupam lugar definido no tratamento de doencas eosinofilicas, como a
Sindrome Hipereosinofilica Idiopatica (SHI), tornando- se uma opc¢ao de tratamento
nos casos de pacientes refratarios a corticoterapia ou em conjunto com a
corticoterapia a fim de reduzir a dosagem desta (GOTLIB, 2015).

Diante desse contexto, esta pesquisa se prop0e a avaliar a acdo imunolégica

do Interferon-a (IFN-a), in vitro, frente a uma patologia essencialmente eosinofilica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

a)

b)

Avaliar a acdo do interferon-a, in vitro, em culturas celulares derivadas de
poélipos nasais eosinofilicos.
Avaliar a presenca de células Natural Killer T invariante (iNKT) e seus

receptores de ativacao e inibicdo nos polipos nasais eosinofilicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Quantificar a alteracdo da expressao das interleucinas IL-4, IFN-y, IL-2,
TNF-qa, IL-6 e IL-10 em culturas celulares de pdlipos nasais eosinofilicos
estimulados com interferon-a.

Identificar e quantificar células Natural Killer T invariante e seus
receptores de ativacao (natural killer group 2D - NKG2D) e de inibicédo
(killer immunoglobulin-like receptor - KIR) em pdlipos nasais eosinofilicos,
comparando os resultados com os de tecido sinusal de individuos

controle.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 RINOSSINUSITE CRONICA COM POLIPOSE NASAL EOSINOFILICA

3.1.1 Conceito e epidemiologia

A RSCCcPN eosinofilica corresponde a uma fracdo dos casos de RSCcPN
onde h& predominio tecidual de eosindfilos. Estudos indicam que cerca de 70 a 90%
dos casos de RSCcPN, nos paises ocidentais, apresentam predominancia de
eosindfilos nos podlipos nasais (RUDACK; SACHSE; ALBERTY, 2004; CINGI,
DEMIRBAS; URAL, 2011; FOKKENS et al., 2012b).

Alguns fendtipos bem especificos da RSC, como rinossinusite crdnica fungica
alérgica e rinossinusite crénica com doenca respiratéria exacerbada pela aspirina,
expressam-se com polipose nasal eosinofilica (PORTER et al., 2014;STEINKE;
BORISH, 2015).

Entretanto, sera avaliado neste estudo, um endoétipo caracterizado por
polipose nasal eosinofilica excetuando a RSC fangica alérgica e a RSC com doenca
respiratéria exacerbada pela aspirina. H&, na literatura, outras nomenclaturas
referentes a RSCcPN eosinofilica, tais como RSC eosinofilica idiopatica e RSC
eosinofilica hiperplasica (PAYNE; BORISH; STEINKE, 2011; STEINKE; BORISH,
2016).

Clinicamente, os pacientes com RSCcPN queixam-se, preferencialmente, de
obstrucdo nasal, hiposmia/anosmia, rinorréia, gotejamento pdés nasal, cefaleia, dor
facial e disturbio do sono. O exame intranasal revela tumoragao polipoide bilateral,
movel, acinzentada, amolecida e parcialmente translicida, que usualmente se
origina do seio etmoidal e meato médio (GEORGY; PETERS, 2012).

Os podlipos nasais, de modo geral, acometem de 1 a 4% da populacao,
ocorrendo em todas as racas, tendo uma predominancia masculina e sendo mais
comum apods os 40 anos de idade. Na adolescéncia, sua ocorréncia € rara e, no
contexto pediatrico, deve-se, necessariamente, levantar a hipotese de fibrose cistica
(SETTIPANE; PETERS; CHIU, 2013).

Dentre todas as doencas relacionadas com RSCcPN, a asma é a associacao
mais comum. Aproximadamente 20 a 60% dos pacientes com polipose nasal
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apresentam asma (KLOSSEK et al., 2005), e cerca de sete a 25% dos pacientes
com asma tem polipose nasal (AHMADIAFSHAR et al., 2012).

Durante a evolucdo natural dessa combinacdo, uma histéria clinica de
polipose nasal usualmente precede a asma e cerca de 45% dos pacientes com
polipose nasal desenvolvem asma (JARVIS et al., 2012).

Em recente avaliagdo de pacientes com RSCcPN e asma comorbida, foram
identificados pélipos eosinofilicos em 64% dos casos. Ainda, 0s pacientes com
RSCcPN eosinofilica apresentaram, significativamente, maior taxa de recorréncia
dos polipos apds tratamento, asma comorbida mais severa, maiores indices de
oxido nitrico exalado, maiores indices de IgE e maior eosinofilia periférica (WU et al.,
2017).

Muitas similaridades histoldgicas e imunoldgicas tem sido encontradas entre a
RSCcPN eosinofilica e a asma, fazendo alguns autores sugerirem que estas
patologias corresponderiam ao mesmo processo acometendo as vias aéreas
superior e inferior (PONIKAU et al., 2003).

A relacao entre atopia e RSCcPN tem sido foco de varios estudos. Embora a
porcentagem de pacientes com polipose nasal seja similar entre a populacdo de
pacientes com rinite alérgica e a populacédo geral (0,5% e 4,5%) (FOKKENS et al.,
2012b), cerca de 51 a 86% dos pacientes com RSCcPN séo sensiveis a pelo menos
um alérgeno (BATRA; TONG; CITARDI, 2013).

No caso especifico da RSCcPN eosinofilica, encontra-se uma maior
associagdo com a sensibilizacdo alérgica (atopia). Isso tem suscitado
questionamentos a respeito da causalidade entre RSCcPN eosinofilica e alergia, ou
se a presenca de alergia nos pacientes com RSCcPN eosinofilica simplesmente
refletiia uma coincidéncia entre duas condi¢des clinicas relativamente comuns. As
teorias que vinculam a rinite alérgica a RSCcPN eosinofilica o fazem por meio das
hipoteses de reacdo alergénica direta, de inflamacdo alérgica sistémica ou de
reagdo de sensibilizacdo a patdégenos colonizadores dos seios paranasais
(KENNEDY; BORISH, 2013).
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3.1.2 Fisiopatologia

3.1.2.1 A Agéo do Microbioma

Sabe-se que as fossas nhasais, assim como 0OS seios paranasais, dos
pacientes com RSCcPN sao colonizados por uma microflora composta de fungos e
bactérias. Entretanto, a real participacdo desses agentes na fisiopatogenia da
RSCcPN ainda permanece em investigacdo. Atualmente, as pesquisas tém
concentrado seus esforcos na tentativa de esclarecer a acdo dos fungos, dos
superantigenos do Staphylococcus aureus e dos biofilmes.

A teoria fungica da RSC foi incitada por Ponikau et al. (1999) ao sugerirem
gue a exposicdo e colonizacdo da via aérea superior, por determinados fungos,
poderia desencadear uma reacdo eosinofilica submucosa na auséncia de uma
reagdo de hipersensibilidade tipo I. Os autores sustentaram suas afirmagdes
baseados no fato de que células mononucleares do sangue periférico de pacientes
com RSC, quando expostas a fungos, particularmente da espécie Alternaria, exibiam
intensa reacgdo inflamatdria Thl e Th2, o que nao foi visualizado nos individuos
controle. Assim, segundo os autores, a infiltracdo eosinofilica na RSC seria
resultado de uma reacgdo inflamatéria anémala aos fungos colonizadores da via
aérea superior (PONIKAU et al., 1999; SHIN et al., 2004).

Entretanto, contrariando a teoria fungica da RSC, outros trabalhos né&o
confirmaram as hipo6teses levantadas inicialmente por Ponikau et al. (1999).

Douglas et al. (2007) avaliaram a resposta imunoldgica de linfécitos de
sangue periférico de pacientes com RSCcPN, RSCsPN e individuos controle, frente
a exposicdo a extratos fungicos. Os autores mediram a expresséo de IL-5 e IFN-y
pelos linfécitos em cultura celular. Segundo os autores, ndo houve diferenca na
expressao dessas interleucinas quando comparados os pacientes com RSC e 0s
individuos controle. Também, Orlandi et al. (2009) ndo evidenciaram aumento da
expressdo das interleucinas IL-5, IL-4, IL-13 e IFN-y nas culturas de linfocitos,
isolados de sangue periférico, expostos a extratos fungicos.

Outro fato que se mostra contrario a teoria fungica da RSC refere-se aos
ensaios clinicos que objetivaram realizar o tratamento de pacientes com RSC

utilizando antifungicos.
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Ebbens et al. (2009) realizaram um estudo multicéntrico, duplo-cego, placebo
controlado, em pacientes com RSCsPN e RSCcPN, avaliando o efeito topico da
anfotericina B, por 12 semanas, sobre 0s niveis de varias citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento pré inflamatorios na amostra de lavado nasal. Os autores nao
encontraram nenhuma alteracdo significativa na expressdo desses marcadores
inflamatorios sob a acdo da anfotericina B.

Uma revisdo sistematica, sujeita a metanalise, realizada por Isaacs et al.
(2011) avaliou o efeito topico da anfotericina B no tratamento da RSC. Os autores
selecionaram trabalhos que eram placebo controlados e que avaliavam desfechos
tomogréfico, endoscépico e clinico. Segundo os autores, a revisdo da literatura ndo
sustenta 0 uso topico de anfotericina B no tratamento de pacientes com RSC.
Também, o tratamento da RSC com antifingico sistémico nao forneceu amparo a
teoria fungica da RSC.

Kennedy et al. (2005) realizaram um estudo randomizado, duplo-cego,
placebo controlado, avaliando a acédo da terbinafina sistémica no tratamento de
pacientes com RSC. Os autores analisaram os resultados tomografico e clinico,
observando ineficiéncia da terbinafina em promover melhora desses pacientes.

Embora haja falta de sustentacdo imunol6gica convincente e auséncia de
evidéncias de melhora em pacientes com RSC tratados com antifingicos,
contrariando a ideia dos fungos como agentes etioldgicos universais da RSC,
atualmente, entendem-se os fungos como potenciais modificadores da doenca
inflamatéria nasossinusal em individuos predispostos (FOKKENS et al., 2012a).

Outro componente do microbioma das fossas nasais, que tem sido foco de
pesquisas na fisiopatologia da RSCcPN, refere-se ao Staphylococcus aureus (SA).
As investigacdes tém sugerido que o SA, colonizador do ambiente nasal, secreta
enterotoxinas, que exerceriam agcdo como superantigenos, amplificando a
inflamacéo eosinofilica local e fomentando o desenvolvimento de pélipos (BACHERT
et al., 2008).

Van Zele et al. (2004) avaliaram a taxa de colonizagcdo de SA, assim como a
producao local de IgE especifica contra as enterotoxinas do SA, no meato médio de
individuos controle, no meato médio de individuos com RSCsPN e nos pdlipos
nasais de individuos com RSCcPN. Segundo os autores, a taxa de colonizagéo foi
de 33,33% para o grupo controle, 27,3% para RSCsPN e 63,6% para RSCcPN.
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Também, a dosagem de IgE especifica contra as enterotoxinas do SA revelou a
mesma propor¢ao da taxa de colonizagéo deste, porém, com valores menores.

Sachse et al. (2010) utilizando técnica de hibridizac¢éo in situ, pesquisaram a
presenca de SA invadindo as células epiteliais da mucosa nasal de pacientes com
RSCcPN, de pacientes com RSCsPN e de individuos controle. De acordo com o0s
resultados, h4 um aumento significativo na presenca de SA no grupo dos pacientes
com RSCcPN em relacdo ao grupo controle e ao grupo dos pacientes com RSCsP.

Estudos in vitro sugerem que as enterotoxinas liberadas pelo SA tém
potencial de induzir resposta inflamatéria Th2, criando um ambiente favoravel a
infiltrac&o eosinofilica.

Patou et al. (2008), analisando o sobrenadante de -culturas celulares
derivadas de polipos de pacientes com RSCcPN e de corneto inferior de individuos
controle, determinaram os niveis de vérias citocinas pro-inflamatérias apés estimulo
com a enteroxina B do SA . Os autores verificaram que, apds 24 horas de estimulo,
houve aumento das citocinas IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, tanto nas culturas
dos polipos quanto na dos cornetos inferiores. No entanto, esse acréscimo foi
significativamente maior na cultura dos polipos. Durante a andlise do aumento
relativo das citocinas, percebeu-se que, na cultura dos pélipos, houve predominancia
das interleucinas IL-4, IL-5 e IL-2, sugerindo claramente polarizagcdo na direcdo de
um perfil Th2.

Todas essas evidéncias sugerem a atuacdo do SA e seus superantigenos
como moduladores e amplificadores da resposta inflamatéria na RSCcPN.
Entretanto, a relagéo entre o SA e a etiologia da RSCcPN carece de confirmagéo,
uma vez que a taxa de colonizacdo pelo SA encontrada na RSCcPN é cerca de
65% e a proporcdo de pacientes com RSCcPN com IgE especifica contra as
enterotoxinas do SA esta em torno de 50% (HSU; PETERS, 2011).

As bactérias que colonizam a superficie mucosa do nariz e seios paranasais
podem se apresentar de forma planctbnica, como unidades unicelulares, ou
organizadas em comunidades denominadas biofilmes. O biofilme é um grupamento
de microorganismos altamente complexo e organizado, que se adere
irreversivelmente as superficies inerte ou viva. As proprias bactérias produzem uma
matriz polimérica extracelular, composta por polissacarideos, proteinas e acido
nucleico, que envolve tais microrganismos e compdem 90% da massa do biofilme.

Esse modo de organizacdo celular torna o biofilme extremamente resistente aos
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mecanismos de defesa do hospedeiro, assim como a acdo dos antibiéticos (COHEN
et al., 2009).

Com relacdo a fisiopatogenia da RSCcPN, no que tange especificamente a
participacdo dos biofilmes, as pesquisas sdo escassas. Zernotti et al. (2010)
avaliaram 12 pacientes com RSCcPN submetidos a cirurgia endoscopica, e
encontraram a presenca de biofime em 75% dos casos. Bezerra et al. (2009)
também verificaram o biofilme em 55,6% dos espécimes coletados da bula etmoidal
de pacientes com RSCcPN.

Foreman et al. (2011) estudando pacientes com RSCcPN, observaram que a
presenca de biofilme de SA associava-se a uma resposta inflamatoria Th2 com
predominio eosinofilico, independente da presenca de superantigenos. Assim, a
literatura demonstra associacao entre o biofilme e a polipose nasal. Porém, ainda é

pobre ao tentar explicar quais sdo os mecanismos envolvidos nessa relacao.

3.1.2.2 A barreira epitelial

O epitélio respiratério constitui uma barreira entre 0 ambiente externo e o
meio interno, representando a primeira linha de defesa contra antigenos e
microrganismos patogénicos. A preservacdo da sua integridade é de fundamental
importancia para se manter a homeostasia da submucosa adjacente. Eventuais
falhas nessa barreira epitelial podem resultar efeito impactante na fisiopatogenia da
RSCcPN, uma vez que permitiria maior exposi¢do da submucosa a elementos do
ambiente externo.

A funcéo protetora basica do epitélio respiratorio diz respeito a capacidade
que as suas células tém de estabelecerem ligacdes intercelulares firmes (Tight
Junctions) e, assim, criarem uma barreira fisica entre o lumen da via respiratéria e o
tecido subepitelial. J& se demonstrou que defeitos na barreira epitelial da via aérea

estdo associados a doencas cronicas, tal como a asma (XIAO et al., 2011).
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Figura 1 - Mucosa sinusal demonstrando as proteinas envolvidas com as ligacdes

intercelulares do epitélio respiratorio
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Fonte: Adaptado de Bachert et al. (2016).

Defeitos na barreira epitelial do trato nasossinusal de pacientes com RSCcPN
também tém sido documentados.

Soyka et al. (2012) avaliaram a expressao de proteinas responsaveis pela
adesdao celular (Ocludina e Proteina da Z6nula de Oclusao -1), assim como a acao
de interleucinas (IL-4, IFN-y e IL-17) sobre a resisténcia transepitelial em cultura
celular derivada do epitélio, comparando individuos controle com pacientes com
RSCcPN e RSCsPN. Segundo os autores, a expressao das proteinas de adesao
celular foi significativamente menor nos pacientes com RSCcPN, em relagdo aos
individuos controle ou com RSCsPN. Ainda, as interleucinas IL-4 e IFN-y reduziram
a resisténcia transepitelial, in vitro, nos pacientes com RSC.

Rogers et al. (2011) também demonstraram diminuicdo da expressao das
proteinas Ocludina e Claudina-1 na mucosa de poélipos nasais.

Outros aspectos importantes, relacionados com a protecdo mecanica do
epitélio respiratério, dizem respeito a producédo e composi¢cdo do muco, assim como
ao transporte ciliar do mesmo. As fossas nasais e as cavidades paranasais, em
condicdes fisiologicas, mantém um equilibrio entre a produ¢cdo do muco e o seu
transporte na direcdo da nasofaringe. Eventuais mudancas na producao,

composicao e transporte ciliar desse muco podem dificultar a movimentacdo muco-
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ciliar, e assim favorecer o acimulo de antigenos e microrganismos patogénicos no
limen das cavidades nasais e paranasais, fomentando processo inflamatério na
submucosa adjacente. As pesquisas envolvendo pacientes com RSCcPN tém
demonstrado alteracbes nesse mecanismo de transporte muco-ciliar.

Li et al. (2014) avaliaram as caracteristicas morfoldgicas dos cilios, assim
como a expressao de marcadores relacionados com a ciliogénese, tais como o fator
de transcricdo FoxJ1 (Forkhead box J1 ), em pacientes com RSCcPN. Os resultados
encontrados pelos autores destacam que o remodelamento epitelial que ocorre na
mucosa dos pacientes com RSCcPN esta associado a um significativo prejuizo da
arquitetura e funcéo ciliar.

Além das alteracBes estruturais e funcionais encontradas a nivel ciliar, os
pacientes com RSCcPN apresentam excessiva producdo de muco. Essa grande
quantidade de muco prejudica o transporte muco-ciliar, favorecendo infeccdes e
perpetuando o processo inflamatério (ANTUNES; GUDIS; COHEN, 2009).

Ishinaga et al. (2017) avaliando pacientes com RSCcPN eosinofilica,
demonstraram que a IL-33 esta associada ao aumento da expressdo génica da
mucina 5AC (MUC5AC), principal mucina da via aérea, assim como a hiperplasia
das globet cell a nivel epitelial.

Jiao et al. (2016), ao compararem culturas de células epiteliais derivadas de
pacientes com RSCcPN e de individuos controle, verificaram diminuicdo do nimero
de células ciliadas, assim como dos batimentos ciliares, nos pacientes com
RSCcPN. Constataram também, neste mesmo grupo, aumento da expressao de
FoxJ1 e MUC5AC. Além disso, observou-se que a estimulacao das culturas com IL-
13 (importante mediador inflamatério da resposta Th2 na RSCcPN eosinofilica)
aumentou a expressao de MUC5AC.

O papel de defesa desempenhado pelo epitélio respiratorio ndo se restringe a
sua funcdo como barreira mecéanica separando o lumen da via respiratéria do
ambiente interno. No momento, sob a luz dos conhecimentos atuais, entende-se o
epitélio respiratorio como elemento que participa ativamente tanto da resposta imune
inata quanto da adaptativa. Além das fungbes de barreira fisica e de transporte
muco-ciliar, a participacdo das células epiteliais na resposta imune inata se da pela
capacidade de tais células produzirem agentes antimicrobianos e abrigarem
receptores habeis em reconhecer potenciais patdégenos. Além disso, ao sintetizarem

citocinas envolvidas na resposta inflamatoria da submucosa, as células epiteliais
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representam importante elo entre a resposta imune inata e a adaptativa (ZHANG et
al., 2016).

No exercicio da funcdo de reconhecimento, as células epiteliais apresentam
um grupo denominado receptores de reconhecimento de padréo (PRR), distribuidos
na superficie celular e no citoplasma. Esses receptores desencadeiam resposta
imune inata a partir do reconhecimento de padrdes moleculares associados aos
patogenos (PAMP), assim como padrdes moleculares associados a danos (DAMP).
Em especial, as células epiteliais possuem subtipos de PRR conhecidos como
receptores semelhantes a Toll (TLR). Esses compreendem, nos humanos, dez tipos
de receptores transmembrana encontrados na superficie celular e em membranas
intracelulares (KERN et al., 2008).

Varios grupos de pesquisadores tém avaliado a expressdo dos TLR nos
pélipos nasais e nas células epiteliais de individuos com RSCcPN, na tentativa de
verificar se alteracdes na expressao desses importantes receptores poderiam estar
associadas a fisiopatogenia da RSCcPN. Até o momento, os dados revelados por
essas pesquisas sdo conflitantes, ndo deixando clara a relacédo entre os TLR e a
fisiopatogenia da RSCcPN.

Zhao et al. (2011) ao compararem amostras de poélipos nasais com amostras
de corneto inferior de pacientes sem RSC, verificaram aumento significativo da
expressao de TLR-9 nos polipos nasais. Os autores argumentaram que 0 acréscimo
na expressdo destes receptores desregularia 0 mecanismo imune inato em
pacientes com RSCcPN, amplificando a resposta inflamatéria.

Por outro lado, Ramanathan et al. (2008), avaliando culturas de células
epiteliais de pacientes com RSCcPN, encontraram diminui¢cdo da expresséo de TLR-
9 em relacdo ao grupo controle. Os autores sugeriram que a baixa expressao deste
receptor nas células epiteliais prejudica a resposta imune inata aos patdogenos, o que
representaria fator chave na doenca inflamatoria crénica da mucosa sinusal.

Outro papel importante das células epiteliais, na resposta imune inata, diz
respeito a sua capacidade de produzir peptideos antimicrobianos. Um vasto arsenal
de moléculas com propriedades antimicrobianas é liberado pelas células epiteliais,
cada uma com alvo e funcéo especifica (FOKKENS et al., 2012b).

Na expectativa de relacionar provaveis defeitos da resposta imune inata com
a fisiopatogenia da RSCcPN, alguns autores tém investigado a expressao dessas

moléculas antimicrobianas nos pacientes com RSCcPN.
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Wei et al. (2014) avaliaram a expressao da SPLUNC1 (short palate lung and
nasal epithelium clone 1) em pacientes com RSCcPN eosinofilica, RSCcPN néo
eosinofilica, RSCsPN e individuos controle. A SPLUNCL1, expressa pelas células
epiteliais respiratérias, € uma proteina que apresenta, entre outras, funcéo
bactericida. Verificou-se significativa diminuicdo da expressdao da SPLUNC1 nas
amostras dos polipos, comparativamente ao grupo controle e ao grupo com
RSCsPN. Ao avaliarem os pdlipos dos pacientes com RSCcPN eosinofilica e néo
eosinofilica, os pélipos eosinofilicos apresentaram significativa diminuicdo da
SPLUNC1 em relacdo aos nao eosinofilicos. Além disso, quando estimulada com IL-
4 e IL-13, a cultura de células epiteliais dos poélipos nasais apresentou significativa
reducado da expressao da SPLUNCI.

Richer et al. (2008) avaliaram a expressao de genes epiteliais relacionados
com a sintese de proteinas bactericidas da familia S100, em pacientes com
RSCcPN e RSCsPN. Os autores encontraram diminuicao significativa da expressao
das proteinas S100A7 e S100A8 em todos os pacientes com RSC.

Embora, tradicionalmente, ndo sejam consideradas células imunes, as células
epiteliais das vias aéreas tém a habilidade de secretar grande numero de citocinas,
exercendo relevante influéncia na resposta inflamatoria local (ZHANG et al., 2016).

Mais recentemente, trés citocinas epiteliais ttém merecido destaque no estudo
da fisiopatogenia da RSCcPN eosinofilica. S&o elas a IL-25, IL-33 e Linfopoietina
Estromal Timica (TSLP). Essas interleucinas, produzidas pelo epitélio, influenciam
tanto a resposta imune inata quanto a resposta adaptativa tipo 2, participando,
portanto, ativamente do desenvolvimento da RSCcPN eosinofilica (KOUZAKI et al.,
2016).

A IL-25, também conhecida como IL-17E, é uma das interleucinas que
compdem a familia IL-17. O seu receptor (IL-25R) € expresso nos linfocitos Th2,
basofilos e células linfoides inatas 2 (ILC2s). Sabe-se que a IL-25 potencializa a
producédo de citocinas do tipo 2 por essas células (BULEK et al., 2010).

Essa interleucina, recentemente, tem ganhado atengdo no que tange a
fisiopatogenia da RSCcPN.

Lam et al. (2013) avaliaram a expressdo génica da IL-25 em amostras
teciduais de pacientes com RSCcPN, RSCsPN e individuos controle. Os autores
encontraram aumento significativo da expressao da IL-25 nos pélipos dos pacientes

com RSCcPN, em comparacdo aos demais grupos investigados. Outro fato
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interessante foi a concomitancia deste aumento com pior avaliacdo tomografica e
maior eosinofilia periférica.

Shin et al. (2015) também encontraram aumento significativo da expresséao da
IL-25 em polipos de pacientes com RSCcPN, comparativamente a pacientes com
RSCsPN e individuos controle. Além disso, os autores testaram um anticorpo anti-IL-
25, em um modelo animal de polipose, encontrando diminuicdo dos pdlipos, do
edema de mucosa, da deposicdo de colageno e da infiltracdo de eosinofilos na
mucosa. Diante disso, os autores sugeriram a IL-25 como possivel alvo no
tratamento da polipose nasal.

Contrariando os achados anteriores, Miljkovic et al. (2014) encontraram
diminuicdo da expressado da IL-25 em amostras de tecido polipoide derivadas de
pacientes com RSCcPN.

A IL-33, um membro da familia das citocinas IL-1, é peca chave na resposta
imune tipo 2 das doencas respiratorias. Seu receptor (IL-33R) esta expresso nas
células Th2, basdfilos, mastoécitos, células natural killer (NK) e ILC2s. Uma vez
liberada pelas células epiteliais, a IL-33 participa tanto da resposta imune inata
guanto da adaptativa (DRAKE; KITA, 2017).

Sendo capaz de induzir resposta imune tipo 2, varios autores tém pesquisado
a participacao da IL-33 na RSCcPN.

Reh et al. (2010) avaliaram a expressdo da IL-33 em culturas de células
epiteliais derivadas de polipos nasais de pacientes com RSCcPN submetidos ao
tratamento cirdrgico. Segundo os autores, houve alta expressao da IL-33 nessas
culturas. Além disso, esse achado revelou significativa relagcdo com maior incidéncia
de recidiva da doenca.

Baba et al. (2014) avaliaram a expressao da IL-33 e seu receptor (IL-33R) em
pacientes com RSCcPN eosinofilica, RSCcPN nao eosinofilica e individuos controle.
Segundo os autores, ndao houve diferenca significativa na expressao da IL-33 entre
0s trés grupos. Entretanto, houve aumento significativo da expresséo dos receptores
IL-33R nos pacientes com RSCcPN eosinofilica. Utilizando imunohistoquimica, os
autores demonstraram que os eosinoéfilos eram as células que mais expressavam o0
IL-33R. Assim, os autores concluiram papel relevante da IL-33 e seu receptor na
fisiopatogenia da RSCcPN eosinofilica.

Recentemente, Kim et al. (2017) demonstraram aumento da expressao da IL-

33 em pacientes com RSCcPN. Entretanto, contrariando as demais evidéncias, tal



41

achado correlacionava-se positivamente a um aumento numérico de neutrdfilos,
assim como de marcadores inflamatorios Thl e Th17 (KIM et al., 2017).

A TSLP é uma citocina que induz resposta inflamatoria tipo 2,
desempenhando papel de destaque na origem de doencas com perfil tipicamente
Th2, como asma e dermatite atépica. Um mecanismo fundamental na criacdo do
ambiente Th2 pela TSLP diz respeito a capacidade que essa citocina tem de induzir
a conversao de linfocitos T virgens em células Th2, a partir da ativacdo de células
dendriticas (WANG et al., 2013).

Dentre as trés citocinas epiteliais, 1L-25, IL-33 e TSLP, que supostamente
estdo envolvidas na fisiopatogenia de RSCcPN, a TSLP encontra maior respaldo na
literatura.

Kimura et a. (2011) avaliaram a expressao da TSLP em polipos nasais de
pacientes com RSCcPN. Segundo os autores, a expressao desta citocina mostrou-
se aumentada em tais pacientes, especialmente nos atépicos. Além disso, tal
achado correlacionava-se a um aumento da eosinofilia e dos niveis de IgE no tecido
polipoide.

Nagarkar et al. (2013) também demonstraram que a atividade da TSLP estava
significativamente aumentada em pdlipos nasais quando comparados a amostras
sinusais de controle. Ainda neste trabalho, além da prépria TSLP, seus metabdlitos

revelaram-se capazes de estimular mastoécitos a sintetizarem IL-5.
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Figura 2 - Citocinas liberadas pelo epitélio respiratério nasal que potencializam a
resposta inflamatoria Th2 culminando no recrutamento de eosinoéfilos em pacientes

com RSCcPN eosinofilica.
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3.1.2.3 Células efetoras da imunidade inata

O trato nasossinusal é constantemente exposto a particulas e patdgenos,
contra os quais lutam as defesas do hospedeiro. O sistema imune inato representa a
primeira linha de defesa contra tais agentes agressores. Além da barreira epitelial,
outro componente importante do sistema imune inato € o conjunto subepitelial de
células efetoras (OOI; PSALTIS, 2010).

Dentre elas, algumas predominam nos poélipos de pacientes com RSCcPN
eosinofilica. S&o elas eosinofilos, mastocitos, basofilos, células dendriticas,
macroéfagos e células linfoides inatas tipo 2 (SCHLEIMER, 2017).

Os eosinofilos sdo granuldcitos circulantes, que sdo recrutados em direcao a
mucosa hasossinusal, representando a maior celularidade no tecido polipoide dos
pacientes ocidentais com RSCcPN (SHAH; ISHINAGA; TAKEUCHI, 2016).
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Varios mediadores sollveis, responsaveis pela ativacdo, recrutamento e
sobrevida dos eosindfilos, ja foram identificados nos pélipos nasais. A IL-5, inserida
no ambiente Th2 da RSCcPN eosinofilica, é peca fundamental na ativacdo e
sobrevida dos eosinodfilos a nivel tecidual. Inicialmente, a IL-5 estimula a
diferenciacdo e proliferacdo dos eosinofilos a partr da medula O&ssea.
Posteriormente, modula a expressdo de moléculas de adeséo facilitando a migracéo
celular. Também, inibe a apoptose dos eosindfilos, prolongando sua sobrevida
tecidual. Finalmente, a IL-5 estimula a degranulacéo e liberacdo de varias proteinas
citotdxicas pelos eosindfilos (FAN; WANG; TAKENAKA, 2007).

Outra citocina relevante na migracéo, adeséo e sobrevida dos eosinofilos é o
Fator estimulador de colénia de granuldcito-macréfago (GM-CSF), produzida por
monacitos, fibroblastos, linfécitos T e células epiteliais respiratérias.

Shin et al. (2003) avaliando eosindfilos de sangue periférico em contato com
cultura de células epiteliais de pdlipos nasais, sugeriram que, provavelmente, 0s
eosinofilos sdo ativados pela GM-CSF produzida pelas células epiteliais.

Corso et al. (2015) demonstraram que a GM-CSF encontra-se abundante em
secrecdes nasais de pacientes com inflamacg@es cronicas eosinofilicas.

Além da ativacdo e sobrevida, o recrutamento de eosindfilos é uma etapa
fundamental na indugdo da eosinofilia tecidual. Nesse sentido, as quimiocinas,
produzidas predominantemente pelas células epiteliais, ligam-se a receptores de
células alvo, desempenhando papel de destaque. Os eosindfilos expressam
intensamente o receptor de quimiocinas CCR3 (Chemokine Receptor 3). As citocinas
MCP4 (Proteina Quimiotaxica de Mondcitos 4), RANTES (Regulated on Activation
Normal T Expressed and Secreted), eotaxinas 1,2 e 3 tém potencial de recrutar
eosindfilos a partir do CCR3. Dentre este grupo de quimiocinas, atencdo especial
deve ser dada as eotaxinas, pois ja foi demonstrado estarem aumentadas em
polipos eosinofilicos (YAO et al., 2009).

Etapa importante da eosinofilia nos poélipos eosinofilicos, diz respeito a
migracdo dos eosindfilos do espacgo vascular para a mucosa nasossinusal. Neste
sentido, destaca-se a molécula de adeséo da célula vascular 1 (VCAM-1).

Jahnsen et al. (1995) evidenciaram aumento da expressdo de VCAM-1 em
polipos nasais, quando comparados a mucosa dos cornetos inferior e médio destes
mesmos pacientes. Além disso, observaram que o grau de eosinofilia no tecido

polipoide mostrava-se diretamente relacionado com a expressédo de VCAM-1.
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Mais tarde, a partir de cultura de células endoteliais de pdlipos nasais, 0s
mesmos pesquisadores demonstraram, in vitro, que as interleucinas IL-4 e IL-13,
componentes do ambiente Th2 da polipose nasal eosinofilica, induzem a expressao
de VCAM-1 (JAHNSEN et al., 1997).

Recentemente, Eweiss et al. (2009) realizaram um follow-up de 12 meses em
pacientes submetidos ao tratamento cirargico de polipose nasossinusal, verificando
que o indice de recorréncia da polipose relacionava-se com maior expressao de
VCAM-1.

Uma vez presentes e ativados, os eosinotfilos agridem diretamente os tecidos
por meio da liberacdo de mediadores toxicos, assim como amplificam a resposta
inflamatoéria ao produzirem citocinas que, por sua vez, recrutam outras células
(ROTHENBERG; HOGAN, 2006).

Um dos principais agressores teciduais liberados pelos eosindfilos é a ECP.

Sun et al. (2009) avaliaram os niveis de tal mediador em secrecdo nasal de
pacientes com RSCcPN, correlacionando-os com a severidade da doenca e sua
recorréncia apo6s tratamento cirargico. Segundo o0s autores, os niveis de ECP
revelaram-se maiores na secrecéo nasal dos pacientes com RSCcPN em relagdo ao
grupo controle. Além disso, maiores niveis de ECP relacionavam-se a maior
eosinofilia tecidual e maior comprometimento tomogréafico. Durante follow-up de 18
meses, 0S pacientes que apresentaram recorréncia da polipose apés o tratamento
cirdrgico, possuiam maiores niveis de ECP no pré-operatorio.

Poposki et al. (2011) avaliando tecido polipoide de pacientes com RSCcPN
eosinofilica, demonstraram que o0s niveis da quimiocina CCL23 (C-C motif
chemokine ligant 23), potente amplificador da resposta inflamatdria por meio do
recrutamento de mondcitos, células dendriticas e linfocitos, estavam aumentados.
Ainda, verificou-se a correlacdo da presenca de CCL23 com a de ECP, sugerindo
serem os eosindfilos os principais produtores de CCL23 no tecido polipoide.

Os mastécitos sdo células bem conhecidas, especialmente no que tange a
sua associacédo com alergia e respostas mediadas por IgE. Quando provocados, sédo
habeis em liberar grande quantidade de mediadores pré-estocados, como histamina
e proteases, além de sintetizar outros mediadores, como prostaglandinas e
leucotrienos. Além disso, os mastdcitos produzem, em abundancia, citocinas que
potencializam a resposta inflamatéria a partir do recrutamento de eosinofilos, células
NK, linfocitos e basofilos (ABRAHAM; JOHN, 2010).
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Todo esse conhecimento acerca da biologia dos mastdcitos suscitou o
interesse em pesquisar sua participacdo na RSCcPN.

Shaw et al. (2012) avaliaram a presenca de mastocitos, por meio de
citometria de fluxo, em amostras de mucosa sinusal etmoidal de pacientes com
RSCcPN, RSCsPN e individuos controle. Segundo os autores, a quantidade de
mastocitos foi significativamente maior nos pacientes com RSCcPN. Além disso,
esse aumento ndo ocorria, exclusivamente, nos pacientes com hipersensibilidade
mediada por IgE.

Na RSCcPN, h& expressivo nimero de mastécitos tanto no revestimento
epitelial dos polipos quanto nas glandulas subepiteliais destes. De acordo com sua
localizacdo em tais regifes, 0s mastocitos apresentam fendtipos diferentes.
Enquanto os mastocitos epiteliais caracterizam-se pela expressdo de triptase e
carboxipeptidase A3, os mastécitos glandulares, além destas, também expressam
guimase. Sabendo que a quimase estimula secre¢cdo de muco, supde-se que 0sS
mastécitos quimase positivos participem do aumento da producdo de muco nos
individuos com RSCcPN (TAKABAYASHI et al., 2012).

Baba et al. (2017) avaliaram a presenca de mastdcitos em pacientes com
RSCcPN eosinofilica e ndo eosinofilica. Segundo os autores, todas as amostras de
pélipos dos pacientes com RSCcPN, seja eosinofilica ou ndo eosindfilica,
apresentavam maior numero de mastécitos, comparativamente aos individuos
controle. Entretanto, a distribuicdo e os fendtipos de tais mastdcitos eram diferentes.

Nos pacientes com RSCcPN eosinofilica, os mastocitos se concentravam nas
regibes epitelial e glandular, além de serem triptase positivos. Nos pacientes com
RSCcPN nao eosinofilica, eles predominavam na submucosa e eram
triptase/quimase positivos. Diante destes achados, os autores concluiram que o0s
mastocitos participam da fisiopatogenia da polipose nasal, podendo agir de modo
distinto nos casos eosinofilicos e ndo eosinofilicos (BABA et al., 2017).

Os basofilos, encontrados principalmente na circulacdo sanguinea, séo
granulécitos que atuam ativamente nas doencas alérgicas e na imunidade contra
ectoparasitas. Sabe-se que os basdfilos participam das respostas imunes tipo 2,
secretando quantidades expressivas de IL-4 e IL-13 (VAN BEEK et al.,, 2012),
citocinas presentes no ambiente Th2 da RSCcPN eosindfilica.

No entanto, até recentemente, pouco se discutia a respeito da atuacao destas

células no desenvolvimento da RSCcPN.
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Em pesquisa realizada por Mahdavinia et al. (2014), utilizando marcacao
especifica a partir de um anticorpo monoclonal, demonstrou aumento de basdfilos no
tecido polipoide de pacientes com RSCcPN. Uma vez ai demonstrada a presenca
abundante destas células, e considerando tal tecido um ambiente inflamatorio rico
em potenciais ativadores desses basoéfilos, é possivel supor que eles exergcam, por
meio da liberagdo de mediadores inflamatoérios, importante contribuicdo na
patogénese da RSCcP.

Kagoya et al. (2015) compararam a presenca de basofilos em amostras de
tecido polipoide de pacientes com RSCcPN eosinofilica e ndo eosinofilica. Os dados
dos autores revelaram que a contagem de basdfilos foi significativamente maior nos
polipos eosinofilicos. Além disso, observou-se correlacédo entre este aumento celular
e maior comprometimento tomografico destes pacientes eosinofilicos. Ainda, os
autores sugeriram que os basdfilos suscitam o recrutamento de eosindfilos para o
tecido polipoide e que a quantidade de basdfilos teciduais possa refletir a magnitude
da inflamacéo eosinofilicas.

As células dendriticas (DCs) representam um elo entre as respostas imunes
inata e adaptativa. Estas células reconhecem, processam e apresentam antigenos
as células T virgens, podendo, a partir da inducdo de respostas Thl, Th2, Thl7 e
Treg (T regulatério), exercer um ajuste na resposta imune. As DCs humanas séo
divididas em dois grandes grupos: células dendriticas mieloides (mDCs) e células
dendriticas plasmocitoides (pDCs). As mDCs agem como potentes apresentadores
de antigenos, tendo relevante funcdo de controlar a polarizacdo de células T
auxiliares. Ao contrério, as pDCs sdo menos efetivas na apresentacdo de antigenos,
porém exibem acgdo antiviral mais robusta. AS mDCs humanas sdo, por sua vez,
subdivididas em mDC1 e mDC2 (MERAD et al., 2013).

Poposki et al. (2015) demostraram aumento significativo de mDCs em polipos
nasais. Sabendo da polarizacdo dos linfécitos T auxiliares pelas DCs, os autores
sugeriram que seu acumulo, no tecido polipoide, pode contribuir para a patogénese
da RSCcPN.

Shi et al. (2014) relataram que as DCs estdo aumentadas tanto em pélipos
eosinofilicos quanto em néo eosinofilicos. Os autores também evidenciaram, in vitro,
gue as DCs isoladas de ambos pélipos induziam linfocitos T virgens a um perfil Thl
e Thl7. Entretanto, apenas as DCs isoladas dos polipos eosinofilicos induziam

linfocitos T virgens a um perfil Th2.
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Os macroéfagos sdo importantes células do sistema imune inato, amplamente
reconhecidas pela sua heterogeneidade e por desempenharem funcdes distintas
segundo o estado de polarizacdo em que se encontram. Até o momento, dois polos
de diferenciacdo, denominados M1 e M2, foram identificados. Os macrofagos M1
sdo caracterizados por um fenétipo pré-inflamatério, promovendo resposta imune
tipo Thl e atividade antitumoral, enquanto os macréfagos M2 exercem funcéao
regulatéria no reparo e remodelacdo tecidual e promovem resposta imune Th2
(BARROS et al., 2013).

Banks et al. (2014) quantificaram, por meio de imunohistoquimica, a presenca
de macréfagos em amostras teciduais obtidas do meato médio de pacientes com
RSCcPN, RSCsPN e individuos controle. Os dados dos autores revelaram que a
concentracdo de macréfagos foi significativamente maior nos pacientes com
RSCcPN.

Krysko et al. (2011) avaliaram a expressdo fenotipica de macréfagos em
amostras de mucosa nasossinusal de pacientes com RSCcPN, RSCsPN e controle.
Também avaliaram a eficiéncia fagocitica destes macrofagos frente ao SA. Segundo
0s autores, os pacientes com RSCcPN apresentaram aumento significativo de
macréfagos com fendtipo M2 (CD163 ou CD206) em relacdo aos individuos com
RSCsPN e controle. Além disso, em se comparando a eficiéncia fagocitica, os
macrofagos M2 dos pacientes com RSCcPN eram menos eficientes do que aqueles
oriundos dos dois outros grupos. Os autores, entdo, sugeriram que o ambiente
inflamatério Th2 do tecido polipoide poderia induzir & polarizacdo de macréfagos M2,
e assim favorecer a colonizacao pelo SA.

Poposki et al. (2011) demonstraram, em polipos de pacientes com RSCcPN,
aumento significativo da expressdo da quimiocina CCL23 pelos eosinofilos.
Evidenciaram também que tal aumento correlacionava-se positivamente a
abundéancia de macréfagos M2. Sugeriram, entdo, que os eosinofilos, por meio da
CCL23, seriam responsaveis pelo recrutamento de macrdéfagos para o tecido
polipoide. Uma vez inseridos em um ambiente Th2, tais macréfagos se converteriam
no fenétipo M2. Sabendo, por sua vez, que os macrofagos M2 sédo produtores de
eotaxinas quimiotaticas para os eosinofilos, os autores sugeriram que esse
mecanismo ciclico poderia representar uma alca de amplificacdo da resposta

inflamatdria na polipose eosinofilicas.
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Peterson et al. (2012) demonstraram que os macrofagos M2, derivados de
pélipos de pacientes com RSCcPN, sdo potentes secretores da quimiocina CCL18
(C-C motif chemokine ligant 18), citocina quimiotatica para células dendriticas,
linfécitos Th2 e linfécitos T virgens, células estas sabidamente envolvidas na
fisiopatogenia da polipose eosinofilica.

Yao et al. (2017) comparando polipos eosinofilicos e ndo eosinofilicos,
também demonstraram aumento significativo de macréfagos M2 nos polipos
eosinofilicos.

Recentemente, um novo grupo de células do sistema imune inato foi
reconhecido. Sdo as denominadas células linféides inatas (ILCs), ativadas a partir de
patdgenos e determinadas citocinas. Assim como os linfocitos T auxiliares, as ILCs
sdo classificadas em ILC1, ILC2 e ILC3, a depender do tipo de citocina por ela
produzida. As ILCs2 produzem citocinas tipo 2, especialmente IL-5 e IL-13, e sdo
ativadas por citocinas derivadas das células epiteliais, tais como interleucina 25 (IL-
25), interleucina 33 (IL-33) e linfopoitina estromal timica (TSLP)(KIM; ARTIS, 2015).

No momento, varias pesquisas tém avaliado a acdo das ILCs2 na
fisiopatogenia da RSC.

Miljkovic et al. (2014) avaliando pacientes com RSCsPN e com RSCcPN,
demonstraram aumento significativo das ILCs2 nos poélipos nasais.

Walford et al. (2014) avaliaram pacientes com RSCcPN eosinofilica e ndo
eosinofilica. Segundo os autores, a quantidade de ILCs2 nos pdélipos eosinofilicos
revelou-se o dobro em relacédo aos ndo eosinofilicos. Demonstrou-se também que o
tratamento sistémico com corticosteroide diminuia significativamente o nimero de
ILCs2 nos polipos nasais eosinofilicos.

Shaw et al. (2013) com o objetivo de avaliar a participagédo das ILCs2 na
construgdo de um ambiente inflamatério Th2, demonstraram que as ILCs2,
presentes nos polipos nasais, produziam IL-13 ao serem estimuladas pela IL-33
secretada pelas células epiteliais do tecido polipoide

Ao corroborar com os estudos anteriores, Tojima et al. (2016) ao comparar
pacientes com RSCcPN eosinofilica, RSCcPN n&o eosinofilica e RSCsPN,
demonstraram aumento significativo das ILCs2 nos pacientes com RSCcPN
eosinofilica, além de correlagdo positiva entre este achado e o grau de eosinofilia.
Estes mesmos autores verificaram ainda que as células epiteliais dos poélipos

eosinofilicos produziam, significativamente, maior quantidade de IL-33 quando
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estimuladas pelo alérgeno Alternaria. Foi sugerida, portanto, a participacdo das

ILCs2 e da IL-33 na fisiopatogenia da RSCcPN eosinofilicas.

3.1.2.4 Células efetoras da imunidade adaptativa

Frente ao ambiente pro-inflamatério arquitetado no tecido polipoide, ndo é
surpresa que se encontre, nesse contexto, aumento de células do sistema imune
adaptativo. Sabe-se que os linfécitos T constituem elementos fundamentais de tal
sistema, participando ativamente do desfecho inflamatério da RSCcPN.
Classicamente, a RSCcPN eosinofilica tem sido associada a um ambiente com
predominio de linfocitos Th2 e expressdo aumentada de IL4, IL5 e IL13 ( VAN ZELE
et al., 2006; VAN BRUAENE et al., 2008; ZHANG et al., 2008).

Dereycke et al. (2014) compararam populagfes de linfocitos T presentes na
mucosa sinusal de pacientes com RSCsPN, RSCcPN e fibrose cistica, encontrando
varios grupos destes linfécitos no ambiente imune da RSC. Interessantemente,
linfécitos Th2 foram encontrados exclusivamente nos pacientes com RSCcPN. Além
disso, tais linfécitos exibiam-se especialmente aumentados nos individuos com
asma e/ou positivos para IgE anti enterotoxina do SA.

Shi et al. (2014) comparando o tecido polipoide de pacientes com RSCcPN
eosinofilica e RSCcPN néo eosinofilica, encontraram populacdes de linfocitos Thl e
Thl7 aumentadas em ambos grupos. Porém, linfécitos Th2 mostraram-se
abundantes apenas nos pacientes com RSCcPN eosinofilicas.

Outro foco de pesquisa envolvendo a RSCcPN tem sido a avaliacdo de
linfécitos Treg. Ao contrario dos demais linfécitos T, que promovem resposta imune,
os linfocitos Treg sdo imunossupressores e tém como principal funcédo estabelecer
auto tolerancia, evitando, assim, a autoimunidade (WAN, 2010).

Van Bruaene et al. (2008) descreveram diminuicdo da expresséo do fator de
transcricdo FOXP3 (Forkhead box P3), assim como de TGF-3, em tecido polipoide.
O FoxP3 & um fator de transcrigdo, intensa e especialmente, expresso nos linfocitos
Treg. Assim, 0s autores sugeriram que a reducao da funcao supressiva dos linfocitos
Treg, indicada pela baixa expressdo do FOXP3, poderia relacionar-se com a
persisténcia de severa inflamacao eosinofilica no tecido polipoide.

Kim et al. (2010) avaliando pacientes com RSCcPN e RSCsPN, verificaram a

diminuicdo dos linfocitos Treg e baixa expressdo do FoxP3 em polipos nasais.
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Demonstraram também que o efeito da quimiocina CCL1(C-C motif chemokine ligant
1) em atrair os linfocitos Treg foi menor nos pacientes com RSCcPN.

Os linfocitos B representam um grupo celular que, por meio da producéo de
anticorpos, contribui para a resposta imune adaptativa humoral. Ja foi demonstrado
o aumento de linfécitos B em pélipos de pacientes com RSCcPN (GEVAERT et al.,
2005; VAN ZELE et al., 2007).

Explica-se, provavelmente, este achado pelo aumento da expressdo, nos
polipos nasais, de mediadores inflamatorios que recrutam, ativam e otimizam a
sobrevida dos linfocitos B. Quanto ao recrutamento , tem-se verificado, nos pélipos
nasais, aumento da expressao de CXCL12 ( C-X-C motif chemokine ligant 12 ) e
CXCL13 (C-X-C motif chemokine ligant 13), quimiocinas reconhecidamente
envolvidas com a migracao de linfécitos B (PATADIA et al., 2010).

Com relacdo, ainda, ao estimulo a chegada de linfécitos B ao tecido polipoide,
Hulse et al. (2013) demonstraram aumento de proteina2 induzida-Epstein-Barr virus
(EBI2) em polipos nasais. Tal proteina é um receptor de superficie transmembrana
gue, uma vez expresso nos linfécitos B, favorece o recrutamento destes a partir dos
centros germinativos (HULSE et al., 2013).

Dentre as varias citocinas abundantes na RSCcPN, Kato et al. (2008)
verificaram o fator de ativacdo de células B da familia TNF (BAFF), o qual participa
intensamente da proliferacdo e ativacdo das células B. Os autores demonstraram,
ainda, que o aumento do BAFF, no tecido polipoide, ocorria conjuntamente com o da
imunoglobulina A (IgA). Sendo esta, potente estimuladora da degranulagdo de
eosindfilos, sugeriu-se que o incremento do BAFF, ao estimular os linfécitos B a
produzirem IgA, contribuiria com a patogénese da inflamacdo eosinofilica na
RSCcPN. Ha também evidéncias de que os linfécitos B, inseridos no tecido
polipoide, se diferenciam em plasmécitos, produzindo imunoglobulina A, G e E
(HULSE et al., 2013).

3.1.2.5 Remodelacgéao tecidual

Na RSCcPN, os pdlipos exibem superficie mucosa revestida por epitélio
respiratério, intenso edema estromal, deposi¢cdo de albumina, formacdo de pseudo
cistos, escassez glandular e infiltrado inflamatdério subepitelial e perivascular. O

processo de remodelacéo tecidual que ocorre na RSC envolve relevantes alteracbes
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histopatolégicas locais, tais como a deposi¢cdo de algumas substéncias na matriz
extracelular. Na RSCcPN, observa-se, a nivel da submucosa, formacéo de uma rede
de fibrina, a qual rettm em si proteinas plasmaticas, acarretando intenso edema
estromal e formacédo de pseudocistos. Atualmente, interpreta-se este acumulo de
fibrina como resultante da quebra de equilibrio entre depdésito e degradacédo desta
proteina a nivel tecidual.

Takabayashi et al. (2013a) descreveram aumento de fibrina e diminuicdo do
ativador de plasminogénio tecidual (t-PA) em polipos nasais. O t-PA converte o
plasminogénio em plasmina, que, por sua vez, promove a degradacdo da fibrina.
Conclui-se, portanto, que a reducao do t-PA proporciona aumento do depésito de
fibrina. Os autores demonstraram, ainda, que interleucinas do padrdo Th2, tais como
IL-4 e IL-13, aumentadas na RSCcPN eosinofilica, reduzem a expressao do t-PA
pelas células epiteliais.

Outra pesquisa de Takabayashi et al. (2013b) revelou, em pdlipos nasais,
aumento do fator XIII-A da coagulacao, a partir de macrofagos M2. Tal fator exibe
acao antifibrinolitica, uma vez que favorece a ligagao do inibidor da plasmina a2
(a2P1) a fibrina, reduzindo a degradacao desta pela plasmina e, consequentemente,
fomentando o depésito tecidual de fibrina. O fator XllI-A catalisa, ainda, uma ligacédo
mais estavel entre as moléculas de fibrina, incrementando a rede desta proteina na
submucosa do tecido polipoide.

Shi et al. (2013) avaliaram a remodelacdo tecidual em pacientes com
RSCcPN eosinofilica, RSCcPN nao eosinofilica e RSCsPN. Segundo os autores,
embora as duas formas de RSCcPN apresentassem maior edema que a RSCsPN,
tal retencdo hidrica tecidual revelou-se, significativamente, mais intensa na RSCcPN
eosinofilica. Esta, por outro lado, mostrou-se, também significativamente, menos
fibrotica do que a RSCcPN néo eosinofilica e a RSCsPN. Ao estudarem a possivel
ligagdo entre marcadores inflamatorios e a remodelacdo tecidual, os autores
evidenciaram relacdo direta entre marcadores pro-fibréticos e neutrofilia local e entre

a expressao de ECP e o grau de edema.



Figura 3 - Fisiopatologia da RSCcPN eosinofilica.
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3.1.3 Interferon

Em 1957, Isaacs e Lindenmann descobriram uma substancia que protegia as
células contra infec¢bes virais. Eles a chamaram de interferon (IFN). Desde entéo,
muito se avangou na compreensao dos efeitos biolégicos desta citocina nos seres
humanos. Atualmente, o IFN é reconhecido como peca central na regulacdo da
resposta imune, sendo suas acdes categorizadas em trés importantes atividades:
antiviral, antitumoral e imunorregulatéria (BORDEN et al., 2007).

OS IFNs sao glicoproteinas pertencentes a familia das citocinas. Séo
distribuidos em trés subtipos (I, Il e Ill), segundo fatores estruturais, acoplamento em
receptores especificos e atividades bioldgicas (DONNELLY; KOTENKO, 2010).

O grupo de IFNs humanos do tipo | € composto por IFN-q, B, €, K e w. Estes
iniciam suas ac¢des a partir da ligagdo com complexos receptores formados por dois
polipeptideos estruturalmente semelhantes, IFNAR1 (Receptor 1 de ativacdo do
interferon) e IFNAR2 (Receptor 2 de ativacdo do interferon). Os IFNs desta familia
sdo codificados a partir de um grupamento de genes localizados no braco curto do
cromossomo 9. O IFN tipo Il humano é representado pelo IFN-y, cujo gene situa-se
no cromossomo 12. Sua sinalizacdo se da a partir de receptores constituidos pelas
subunidades IFNGR1 (Receptor alfa do interferon gama) e IFNGR2 (Receptor beta
do interferon gama). A classe mais recente de IFN humano, descoberta em 2003,
sao os IFNs tipo lll, representados pelo IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-28A) e IFN-A3 (IL-
28B). Estes sdo codificados por genes que se encontram no cromossomo 19 e
sinalizam a partir de receptores compostos pelas cadeias IFNLR1 (Receptor 1 do
interferon lambda) e IFNLR2 (IL-10R2) (Receptor 2 do interferon lambda) (CHELBI-
ALIX; WIETZERBIN, 2007).
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Quadro 1 - Caracteristicas dos IFNs humanos

Interferon Nome Cromossomo Receptor

Tipo | IFN-a Cromossomo 9 IFNAR1, IFNAR2

IFN-B
IFN-w
IFN-K
IFN-¢

Tipo Il IFN-y Cromossomo 12 IFNGR1, IFNGR2

Tipo 1l IFN-A1 (IL-29) Cromossomo 19 IFNLR1, IFNLR2/IL-10R2

IFN-A2 (IL-28A)
IFN-A3 (IL28B)

Fonte: Adaptado de Capobianchi et al. (2014).

As acdes bioldgicas dos IFNs iniciam-se apds sua ligacdo a receptores
especificos. A partir de entéo, atividades intracelulares séo induzidas, por meio de
vias de transducao de sinal.

A ligacdo entre os IFNs tipo | e seus receptores especificos ativa as duas
cinases de Janus que se encontram aderidas aos dominios citoplasmaticos destes
receptores: Janus quinase 1 (JAK1) e tirosinoquinase 2 (TYK2). Uma vez ativadas,
essas cinases realizam uma fosforilacdo na extremidade citoplasmatica dos
receptores, desencadeando recrutamento, fosforilagéo, dimerizacdo e translocacao
nuclear dos fatores de transcricdo denominados transdutores de sinais e ativadores
da transcricdo (STAT). Os trés principais grupamentos de STAT formados, em
resposta a estimulagdo pelos IFNs tipo |, controlam a expressdo de genes
especificos, definindo a acdo biologica preponderante. O grupamento conhecido
como fator do gene estimulado por interferon 3 (ISGF3), o qual € composto por
STAT1, STATZ2 e fator regulador de IFN 9 (IRF9), liga-se ao elemento de resposta
interferon-sensivel (ISRE), ativando genes com classica atividade antiviral. Por outro
lado, grupamentos formados por homodimeros de STAT1 ligam-se a sequéncia
ativada gama (GAS), induzindo genes pro-inflamatorios. Por fim, grupamentos
formados por homodimeros de STAT3 ligam-se ao GAS estimulando genes
supressores da resposta inflamatoria (IVASHKIV; DONLIN, 2013).
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Figura 4 - Vias de sinalizac&o dos interferons tipo |
FNo/TFNB
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Fonte: Adaptado de Ivashikiv e Donlin (2014).

O acoplamento do IFN tipo Il (IFN-y) aos receptores de superficie IFNGR1 e
IFNGR2 d4 inicio a sua acdo. O IFN-y € um dimero que se liga a duas cadeias
IFNGR1, e ndo as IFNGR2. Assim conectado, ha ativacdo das JAK1l e JAK2
presentes no dominio citoplasmatico deste receptor. Essas cinases, por sua vez,
realizam uma fosforilagdo na extremidade citoplasmatica do receptor,
desencadeando o0 recrutamento da STAT1. O grupamento formado por
homodimeros de STAT1 transloca-se até o nucleo celular, ativando os genes
reguladores do IFN-y (PESTKA; KRAUSE; WALTER, 2004).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4084561/figure/F2/
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Figura 5 - Vias de sinalizac&o do interferon tipo Il
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Fonte: Adaptado de Pestka, Krause e Walter (2004).

Os interferons tipo Il sinalizam a partir de receptores de superficie do tipo
IFNLR1 e IFNLR2/IL-10R2. Embora a ligacdo dos IFN tipo | e dos IFN Tipo Ill ocorra
em diferentes receptores, eles compartiham as mesmas vias intracelulares de
sinalizacdo e muitos dos seus efeitos biologicos. Ao contrario dos IFN tipo I, que tém
seus receptores expressos em muitos tipos celulares, os IFN tipo Il tém estes
expressos basicamente em células de origem epitelial (DONNELLY; KOTENKO,
2010).

Desde que foram descobertos como moléculas capazes de interferir na
replicacdo viral em células infectadas, os IFNs passaram a ser reconhecidos como
reguladores centrais da resposta imune, exercendo atividades bioldgicas antivirais,
antitumorais e imunomoduladora (Quadro 2).
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Quadro 2 - Atividades biolégicas dos interferons.

Atividade IFN tipo | | IFN tipo Il | IFN tipo 1l
Secretado por indugéo viral ++++ +++ ++
Atividade antiviral ++++ ++ ++
Inibicdo do crescimento celular ++ ++++ +
Inducdo de autofagia ++ ++ NE
Estimulacao/inibicado da diferenciacao celular ++ ++++ NE
Estimulacdo de MHC de classe | ++ ++++ ++
Estimulacdo de MHC de classe Il ++ ++++ NE
Estimulacao/inibicdo da fagocitose ++ ++++ NE
Estimulacao/inibicdo de producgéo de anticorpos ++ ++++ NE
Inibicdo de parasitas intracelulares + ++ NE
Inducéo de citocinas e quimiocinas + ++ +

Fonte: Adaptado de Capobianchi et al. (2014).

Com relacéo a sua atividade antiviral, os IFNs agem sobre as células alvo, e
ndo diretamente sobre o virus, interferindo em uma ou mais fases do ciclo de
replicacdo deste, e conferindo, assim, um estado de resisténcia viral as células.
(CHELBI-ALIX; WIETZERBIN, 2007).

Modulam, também, a resposta imune inata, uma vez que otimizam a
apresentacao de antigenos, potencializam a acdo de células NK e estimulam a
producdo de citocinas. Além disso, ativam a resposta imune adaptativa a partir de
respostas celulares T e B, de alta afinidade antigénica e memodria imunologica
(CAPOBIANCHI et al., 2015).

Os IFNs, a fim de criarem um estado antiviral nas células infectadas (agéo
autocrina) e nas células vizinhas néo infectadas (acdo paracrina), ativam nelas a
transcricdo de varios genes. Os principais sistemas enzimaticos originados da
transcricdo destes genes IFNs dependentes incluem as proteinoquinases (PKR) e as
2’, 5 oligoadenilato sintetases, ambas ativadas por RNA de dupla fita. As PKR
bloqueiam a transcricdo viral e eventos translacionais, enquanto as 2’, %
oligoadenilato sintetases promovem a degradacdo do RNA viral (IMANISHI, 2004).

A atividade antitumoral dos IFNs acontece por acdo direta sobre a célula

tumoral ou, indiretamente, através da regulagdo de importantes processos biol6gicos
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envolvidos no crescimento tumoral, tais como a angiogénese e 0 sistema imune
(MUSELLA et al., 2017).

Os IFNs, sabidamente, afetam diferentes fases do ciclo mitotico, podendo
prolongar ou bloquear o ciclo celular. Aos IFNs também ¢é atribuida a capacidade de
induzir apoptose, por meio da modulagdo das vias apoptoéticas extrinseca e
intrinseca (ou mitocondrial). Na via extrinseca, ocorre a estimulagdo de receptores
de superficie, ativando a caspase-8. Na via intrinseca, as mitocondrias sao induzidas
a liberar fatores apoptéticos, como o citocromo c, ativando outras caspases
citoplasmaticas (THYRELL et al., 2002). Recentemente, também foi descrito que 0s
IFNs induzem autofagia em células tumorais (SCHMEISSER; BEKISZ; ZOON,
2014).

Os IFNs atuam como potentes inibidores da angiogénese. Tal acdo se da
através da inibicdo do fator de crescimento de fibroblasto (FGF), da diminuicdo da
expressao génica do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e da inibicéo
da proliferacdo e migracdo de células endoteliais. Estas atividades, em conjunto,
tém, portanto, efeitos negativos sobre o crescimento tumoral (INDRACCOLO, 2010).

Além disso, os IFNs colaboram na elaboracdo de um ambiente imune
antitumoral, aumentando a atividade litica das células efetoras do sistema imune e
potencializando a imunogenicidade das células tumorais. De fato, Os IFNs séo
capazes de aumentar, nas células tumorais, a expressao de antigenos de superficie,
tal como o Major Histocompatibility Complex (MHC), resultando em reconhecimento
mais eficiente destas células pelo sistema imune e, assim, favorecendo a acédo dos
leucocitos citotoxicos. Os IFNs induzem, também, a producdo de anticorpos contra
as células tumorais, facilitando a agressao destas pelo sistema complemento e pelos
leucdcitos anticorpos dependentes. Agem, ainda, como ativadores de varias células
do sistema imune, incluindo macrofagos, DCs, NKs, células B e células T (DI
FRANCO et al., 2017)
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo, desenvolvido no periodo de fevereiro de 2015 a dezembro de
2018, no Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON), em parceria com a Disciplina
de Otorrinolaringologia (ORL) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM),
foi submetido & avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFTM, com
aprovacao numero 2672. Os pacientes foram esclarecidos a respeito dos objetivos
do estudo (APENDICE A) e foi a eles solicitada a assinatura do termo de

consentimento livre e esclarecido (APENDICE B).

4.1 SELECAO DA AMOSTRA

A amostra foi constituida por 13 pacientes portadores de RSCcPN
eosinofilica, sendo oito do sexo masculino e cinco do sexo feminino, na faixa etaria
entre 19 e 73 anos, acompanhados no ambulatério de ORL da UFTM. Durante o
procedimento de triagem, os pacientes foram submetidos a coleta da histéria clinica,
exame otorrinolaringolégico, endoscopia nasal, tomografia de seios paranasais e
biépsia de pdlipos da cavidade nasal. Os pacientes foram, também, avaliados por
um pneumologista da Disciplina de Pneumologia da UFTM, com realizagdo de
espirometria.

Na selecdo dos pacientes, foram adotados os seguintes critérios:

a) Critérios de inclusédo: pacientes maiores de 18 anos portadores de
RSCcPN, segundo o European Position Paper on Rhinosinusitis and
Nasal Polyps 2012 (FOKKENS; LUND; MULLOL, 2012), e eosinofilia
tecidual, verificada no estudo histologico dos pélipos nasais,
apresentando mais de 20 eosindfilos por campo de grande aumento.

b) Critérios de exclusdo: RSCsPN, RSCcPN associada a fibrose cistica,
polipo antrocoanal, rinossinusite fungica alérgica , rinossinusite cronica
associada a doenca exacerbada pela aspirina e uso de corticosteroides

nos 30 dias que antecederam a avaliacao.
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4.2 FORMATACAO GERAL DO ESTUDO

Trata-se de estudo prospectivo, experimental, autopareado, com 13 amostras
de pdlipos nasais eosinofilicos. O grupo de estudo foi composto por culturas de
células derivadas de podlipos nasais eosinofilicos, com aplicacdo de interferon-a in
vitro. Para o grupo controle, seguiu-se o0 mesmo roteiro do grupo experimental,
porém, sem a aplicacéo de interferon-a.

Todos os pacientes com RSCcPN, que se dispuseram a participar do estudo,
apos esclarecimento e assinatura do termo de consentimento, foram agendados
para comparecimento no ambulatério de Otorrinolaringologia da UFTM, em dia
especifico. Em tal data, apos realizacdo de tomografia de seios paranasais no setor
de imagem da UFTM, o paciente foi encaminhado ao ambulatério de
Otorrinolaringologia a fim de ali realizar historia clinica, exame otorrinolaringolégico,
endoscopia nasal e biopsia dos pélipos nasais. Terminada a avaliacdo
otorrinolaringoldgica, os pacientes foram orientados a procurar o ambulatorio de
Pneumologia da UFTM para avaliacao clinica e realizacdo de espirometria.

Durante a bidpsia incisional dos pdélipos nasais, foram coletados dois
fragmentos de cada paciente. Um fragmento foi acondicionado em tubo pléstico
conico, com formol, e encaminhado ao laboratério de Anatomopatologia da UFTM
para realizacdo de estudo histopatolégico e determinacdo do infiltrado celular. O
segundo fragmento foi acondicionado em tubo plastico cénico, estéril, com solucéo
fisiologica a 0,9%, e encaminhado imediatamente ao laboratério do IPON da UFTM
para realizacdo de cultura celular.

O fragmento do polipo destinado a cultura foi depositado em placa de Petri e
divulcionado, utilizando-se, para tal, pincas anatdmicas e laminas de bisturi nimero
21. O produto da divulséo foi lavado, na placa de Petri, com Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) incompleto, e transferido para tubo plastico conico de 50 mililitros
(ml). A este foi, entdo, adicionado RPMI incompleto até o volume de 15 ml. Em
seguida, o tubo foi levado a centrifugagéo, a 4°C, velocidade de 2100 rotacdes por
minuto (rpm), por 10 minutos, sob refrigeracdo. Realizaram-se dois ciclos de
centrifugacéo. Entre eles, o precipitado foi lavado com RPMI incompleto. Ao final da
altima centrifugacdo, o excesso de solucdo foi cuidadosamente removido e o
precipitado foi ressuspenso em 8ml da solucdo. Em seguida, utilizou-se a camara de

Neubauer para contagem celular por ml de solugdo. Uma vez conhecida a
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quantidade de células/ml da solucéo, foram semeadas 10° células, juntamente com
RPMI completo, em uma placa de cultura contendo seis poc¢os. Cada poco totalizava
um volume de 2ml. As culturas foram, entdo, preservadas na incubadora. Ao término
da preparacdo das culturas celulares, o restante da solucédo, que continha RPMI
incompleto e polipos nasais divulsionados, foi submetido ao protocolo de citometria
de fluxo para identificacdo e quantificacdo de células Natural Killer T invariante
(INKT), assim como de seus receptores de ativacao e inibicdo, descrito no item 4.8.

Todos os procedimentos foram executados em condicdes estéreis, utilizando-
se capela de fluxo laminar, com excec¢do da contagem de células.

Vinte e quatro horas ap6s a incubacdo das culturas, foram aplicadas, em
guatro pocos considerados como o grupo experimental, 3000 Ul de interferon-a. Aos
dois pocos restantes ndo foi adicionado o interferon-a, passando estes a constituir o
grupo controle. Apés a aplicacao da citocina citada, as culturas retornaram a estufa,
considerando-se este momento como tempo zero. Doze horas decorridas da
aplicacdo do interferon-a, coletou-se o sobrenadante da cultura de dois pocos do
grupo experimental, denominados, entdo, de experimento 12 horas. As culturas
retornaram novamente para a estufa. Vinte quatro horas ap6s a introducdo do
interferon-a, recolheu-se o sobrenadante dos outros dois pocos do grupo
experimental, os quais foram classificados como experimento 24 horas. Nesse
momento, foi coletado também o sobrenadante dos dois pocos que ndo sofreram a
acao do interferon-a (grupo controle). Todo sobrenadante coletado foi armazenado
em eppendorfs e mantido, no freezer, a -80°C. Posteriormente, ele, na sua
totalidade, foi analisado por CBA, através do que se verificou a concentracdo das
interleucinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TGF-B e IFN-y.

4.3 BIOPSIA DO POLIPO NASAL E DA MUCOSA SINUSAL CONTROLE

A bidpsia dos pélipos nasais foi realizada no ambulatorio de ORL da UFTM.
Apds anestesia tépica com lidocaina a 2%, sem vasoconstritor, retiraram-se dois
fragmentos dos polipos nasais, utilizando-se, para tal, micro tesoura e micro pinca.
Um fragmento foi enviado para cultura celular e o outro para estudo histopatologico,
a fim de se determinar o infiltrado celular e a eosinofilia tecidual. Para constituir as
amostras teciduais que serviram de controle da pesquisa de células iINKT, coletou-se

fragmento de mucosa do seio esfenoidal de cinco pacientes que nao apresentavam
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doenca de vias aéreas e que haviam sido submetidos a cirurgia transesfenoidal para
acesso a tumor de hipdfise.

4.4 AVALIACAO E ESTADIAMENTO DA TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA
DOS SEIOS PARANASAIS (TCSP) E DA ENDOSCOPIA NASAL

Os pacientes foram submetidos a TCSP, sem uso de contraste. Utilizou-se,
para tal, tomografo da marca Toshiba Aquilion 64 canais. As imagens, em cortes
coronal e axial de 0,5 milimetros (mm) de volume e reconstrucdo de 5mm de
espessura, foram analisadas pelo pesquisador e classificadas segundo o sistema
proposto por Lund-Mackay (LUND; MACKAY, 1993).

Neste sistema, o0s seios paranasais (frontal, maxilar, etmoidal anterior,
etmoidal posterior e esfendide) sédo pontuados com a nota zero (sem opacificacdo),
um (opacificacdo parcial) e dois (opacificacdo total). O complexo osteomeatal
também recebe pontuacdes: nota zero (ndo obstruido) e nota dois (obstruido).
Assim, considerando-se os lados direito e esquerdo das imagens analisadas, 0s
pacientes receberam, na totalidade, um score que variou de 0 a 24 pontos.

A endoscopia foi realizada em ambas as fossas nasais, utilizando-se, para tal,
fibra dtica rigida de 4mm de diametro e zero grau de angulacdo, da marca Storz. A
quantificacdo da endoscopia baseou-se na proposta de Lund-Kennedy (LUND;
KENNEDY, 1997).

Nessa classificacdo, a endoscopia é quantificada em zero (auséncia de
pélipos), um (pdlipos confinados no meato médio) e dois (pdlipos além do meato
médio).Portanto, considerando as fossas nasais direita e esquerda, a pontuagéo

dos pacientes variou de zero a quatro pontos.

4.5 CARACTERIZACAO DA ASMA

Todos os pacientes foram avaliados pela disciplina de Pneumologia da UFTM,
a qual definiu a presenca ou auséncia de asma, segundo as Diretrizes da Sociedade
Brasileira de Pneumologia e Tisiologia para o Manejo da Asma de 2012. Foram
considerados 0s seguintes critérios: histéria clinica (dispneia, tosse cronica,
sibilancia, opressdo ou desconforto toracico, sobretudo a noite ou nas primeiras

horas da manhd) e prova de funcdo pulmonar (espirometria mostrando a relacao
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volume expiratério forcado no primeiro segundo/capacidade vital forcada
(VEF1/CVF) < 75% com reversibilidade de pelo menos 7% apods salbutamol)
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2012).

4.6 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA E CARACTERIZACAO DA EOSINOFILIA

Os fragmentos destinados a analise histopatoldgica foram fixados em
formaldeido diluido a 4% tamponado, processados, incluidos em parafina e corados
segundo a técnica de hematoxilina-eosina (HE). A presenca e a quantidade de
eosinofilos, nas biopsias, foram avaliadas simultaneamente por dois observadores
(um médico patologista do setor de Patologia da UFTM e o pesquisador). Os cortes
histol6gicos, medindo cerca de 4um de espessura e corados com HE, foram
estudados em microscépio de luz comum (OLYMPUS BX41®) e, primeiramente, sob
um aumento de 100 vezes, a fim de uma avaliacdo geral. Os eosindfilos, presentes
no tecido conjuntivo subepitelial, foram contados segundo uma modificacdo do
método proposto por Ruffoli et al. (2004). Quantificaram-se os eosinofilos, sob um
aumento de 400 vezes, em cinco campos, calculando-se a média do namero de
eosindfilos por campo. Os poélipos que apresentaram média maior que 20 eosindfilos
por campo de grande aumento (CGA) foram considerados eosinofilicos.

4.7 MEIO DE CULTURA UTILIZADO

As células derivadas dos pdlipos nasais foram cultivadas, a 37°C, em 2000
microlitros de RPMI 1640 contendo 5% de CO, 10% de soro bovino fetal,
bicabornato de sbédio, piruvato de sodio, 200 mu de L-glutamina, 10.000Ul de
penicilina, beta mercapitanol e 10mg/ml de estreptomicina (meio completo
comercializado por Sigma).

4.8 PROTOCOLO PARA QUANTIFICACAO DAS CELULAS NATURAL KILLER T
INVARIANTE (INKT) E SEUS RECEPTORES DE ATIVACAO (NKG2D) E
INIBICAO (KIR) POR CITOMETRIA DE FLUXO

As células, obtidas do produto de divulsdo dos pdlipos nasais e da mucosa

sinusal dos pacientes controle, foram transferidas para tubos cénicos de 50 mL.
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Foram adicionados 30 mL de tampao PBS 1% (phosphate buffered saline 1%), sob
pH 7,4. As células foram lavadas com meio RPMI incompleto e centrifugadas a uma
rotacdo de 2000G, a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado, mantendo-se
o precipitado de células no fundo do tubo cbnico. Repetiu-se, novamente, a
centrifugacédo, sob as mesmas condicdes, retirando o excesso do meio RPMI
incompleto.

Ao final da segunda centrifugacdo, foi retrado o PBS, deixando
aproximadamente 1mL no precipitado de células. Acrescentou-se, entdo, 3 uL da
proteina transportadora inibitria (BD Golgistop™). Incubou-se por 20 minutos, a 4°C
e ao abrigo da luz. Em seguida, as células foram lavadas com 25 mL de PBS,
utilizando-se a centrifugacéo e as mesmas condi¢cdes anteriores, a fim de se retirar o
excesso da proteina.

Concluida a centrifugacéo, retirou-se o sobrenadante, reservando apenas o
precipitado de células, o qual foi ressuspendido em 1 mL de PBS. Transferiram-se,
entdo, 20uL das células ressuspendidas para tubos Eppendorf contendo 180uL de
solucdo de Turk, objetivando determinar a quantidade das células obtidas. Estas
foram contadas utilizando-se microscépio Optico e camara de Neubauer. Apés a
quantificacéo, 10° células foram transferidas para cada tubo de ensaio, realizando-se
a marcagao extracelular. Os tubos foram distribuidos da seguinte forma: dois tubos
para as marcacfes dos receptores de ativacdo e inibicdo e um tubo para o TCR
invariante das células iNKT.

Os anticorpos utilizados para as marcacdes dos receptores de membrana
extracelular foram o NKG2D APC BD (APC - Allophicocianyn), o iINKT FITC BD
(FITC - Fluorescein Conjugate) e o KIRNKT, PE (PE — Phycoerythrin) (Quadro 3).
Uma vez marcados, incubaram-se as células, a 4° e ao abrigo da luz, por 30

minutos.

Quadro 3 - Marcadores extracelulares.

Tubos Extracelular Intracelular
1 KIRNKT,PE | e
2 NKG2D APC | e
3 NKT FITC | e

Fonte: Elaborado pelo autor (2018).
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Em seguida, realizaram-se duas lavagem das células com 1mL de PBS,
intercalando centrifugacdes a 2000G, a 4°C, por dez minutos, com o propdésito de
remover 0 excesso de anticorpos. Por fim, as células foram ressuspendidas em 500
uL de PBS para a leitura no citbmetro de fluxo BD FACSCalibur™. Os isotipos
controle utilizados foram Mouse IgG2a PE BD, Mouse IgG2a APC BD e Mouse 1gG1
Fitc BD. Os resultados obtidos foram armazenados em banco de dados para

realizacdo de analises e calculo dos testes estatisticos.

4.9 QUANTIFICACAO DAS CITOCINAS POR CYTOMETRIC BEAD ARRAY (CBA)

As amostras dos sobrenadantes das culturas celulares foram submetidas a
dosagem de citocinas por Cytometric Bead Array (CBA) BD™ Kit Il para dosagem de
Citocinas Humanas Th1/Th2 (Human Th1/Th2 Cytokine Kit IlI: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
TNF, IFN-y, Catalog Number 551809 — Becton Dickinson Bioscience Pharmigen,
BD™, San Diego, CA, EUA).

Inicialmente, os padrdes de citocinas humanas Th1/Th2 foram reconstituidos
antes de serem adicionadas as esferas de captura e o reagente de deteccdo. O
padrdo humano Th1/Th2 liofilizado foi reconstituido em um tubo de polipropileno de
5mL, rotulado como "Top Standard" padrao superior, para o qual foram transferidas
as esferas e adicionados 2,0mL do diluente de ensaio. Logo apds, o tubo foi
incubado, por 15 minutos, a temperatura ambiente, antes da realizacédo das diluicbes
seriadas. A seguir, tubos foram identificados como 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1.64,
1:128 e 1:256, pipetando-se 300ul de diluente de ensaio em cada um.

A partir desse ponto, iniciaram-se as diluicdes em série, transferindo-se 300l
do padrdo superior para o tubo de diluicAo de 1:2, homogeneizando bem com a
pipeta. Seguindo dessa forma, as diluigbes seriadas foram executadas, transferindo-
se 300ul do tubo 1:2 para o tubo 1:4, e assim sucessivamente, até atingir o ponto
final de 1:256, sempre homogeneizando bem com a pipeta. Para o branco da
reacdo, preparou-se um tubo contendo somente diluente de ensaio, onde a
concentracgéo de citocinas era 0 pg/mL.

Finalizada a curva padrdo, as esferas de captura foram preparadas
adicionando-se 10ul de cada esfera em um Unico tubo rotulado mix de esferas de
captura. A seguir, homogeneizou-se o0 tubo contendo as esferas de captura, em

vortex, por alguns segundos, e incubou-se, por 30 minutos, a temperatura ambiente,
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protegendo da exposicdo direta a luz. Apos a incubacdo, as esferas de captura
misturadas estavam prontas para serem transferidas para os tubos de ensaio de
analise.

Nos respectivos tubos da curva padrdo e dos pacientes a serem testados,
adicionaram-se 50ul das esferas de captura misturadas. Em seguida, somaram-se
50yl do reagente de detecgdo humana PE Th1/Th2 aos tubos de ensaio, exceto ao
tubo branco. ApoOs esses dois passos, acrescentaram-se 50ul das diluigdes do
padrdo de citocinas em cada tubo identificado respectivamente com as diluicbes
realizadas. Por conseguinte, adicionaram-se 50ul de cada amostra a ser testada aos
tubos de ensaio teste (pacientes). Finalizado esse processo, incubaram-se os tubos
de ensaio, durante trés horas, a temperatura ambiente, protegido da exposicéo
direta a luz. Adicionou-se, entdo, 1ml de tampéao de lavagem a cada tubo de ensaio,
centrifugando-os a 200 x g por cinco minutos. Concluida a centrifugacdo, foi
aspirado, cuidadosamente, e descartado o sobrenadante de cada tubo de ensaio.
Acrescentaram-se 300ul de tampao de lavagem em cada tubo, ressuspendendo o
pellet de esferas. A seguir, realizaram-se o procedimento de calibracdo do citbmetro
de fluxo e as amostras foram analisadas no mesmo dia. O software utilizado para

calibracdo e leitura das amostras foi o BD Citometric Bead Array v1.4, BD™.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

N&o houve calculo estatistico para definicdo do tamanho da amostra, sendo
esta definida por acessibilidade. Os resultados obtidos foram langados em um banco
de dados, empregando-se o Microsoft Access 2000®, e analisados por meio do
programa GraphPad Prism 5 para a analise estatistica. A comparacao estatistica foi
realizada por uma analise ndo paramétrica, usando o teste de Wilcoxon. Os testes
foram considerados significativos quando a probabilidade de rejeicdo da hipotese

era menor que 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram analisadas amostras de tecido polipoide nasal de 13 pacientes com
RSCcPN eosinofilica. A faixa etéria dos pacientes variou de 19 a 73 anos, com
meédia igual a 53 anos. Em relacdo ao sexo, houve predominancia do sexo
masculino (61%) em relacdo ao feminino (39%). Segundo critérios clinicos e provas
pulmonares, 46% dos pacientes foram diagnosticados como asmaticos. A avaliacdo
tomogréfica dos pacientes determinou uma média do escore de Lund-Mackay de 17
pontos (total maximo de 24), enquanto que a endoscopia das fossas nasais revelou
uma pontuacdo meédia de 3,69 pontos (total maximo de 4), segundo a proposta de
Lund-Kennedy (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas da amostra. Uberaba (MG), (2017).

Caso Idade Sexo Asma Lund-Mackay Lund-Kennedy
1 72 F Positivo 22 4
2 42 M Negativo 12 3
3 69 M Positivo 20 4
4 68 F Positivo 22 4
5 53 M Negativo 14 4
6 35 F Positivo 14 3
7 54 M Negativo 15 4
8 73 F Negativo 16 4
9 50 M Positivo 18 4

10 19 F Negativo 14 4
11 44 M Positivo 22 3
12 58 M Negativo 16 4
13 52 M Negativo 17 3

Todas as amostras de tecido polipoide nasal utilizadas na pesquisa

apresentaram, na analise histopatologica, mais de 20 eosinofilos por campo de
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grande aumento. Esse achado serviu de referéncia para classificagcdo dos poélipos

nasais em eosinofilicos.

Figura 6 - Tecido polipoide nasal corado em hematoxilina e eosina. Infiltracdo

eosinofilica predominante nos pacientes com RSCcPN eosinofilica (A). Infiltrado

inflamatdério sem predominancia eosinofilica nos pacientes com RSCcPN né&o

eosinofilica (B) (400x).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

5.2 ANALISE DAS CELULAS NATURAL KILLER T INVARIANTES (INKT) E SEUS
RECEPTORES DE ATIVACAO (NKG2D) E INIBICAO (KIR) NOS POLIPOS

NASAIS EOSINOFILICOS

As amostras de tecido polipoide nasal eosinofilico selecionadas para o estudo

foram coletadas de 13 pacientes com RSCcPN. ApoOs a realizacdo das culturas

celulares, apenas nove dessas amostras apresentaram celularidade suficiente para

serem submetidas ao protocolo de andlise das células INKT e seus receptores

NKG2D e KIR. Na identificacdo das células iNKT e seus receptores de ativacéo

(NKG2D) e inibicdo (KIR), foram utilizados os anticorpos de marcacao extracelular
NKT FITC, NKG2D APC e KIRNKTZ2 PE, respectivamente.

Os dados sao apresentados em mediana de Gate percentage (numero de

células positivas para cada marcador), a qual foi obtida a partir de amostras de

tecido polipoide nasal eosinofilico de pacientes com RSCcPN e de mucosa do seio

esfenoidal de pacientes sem patologia nasossinusal (controle) (Gréafico 1).
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Gréfico 1 - A-C Valores da porcentagem de gate das células natural killer T
invariantes (INKT) (A) e dos seus receptores de ativagdao, NKG2D (B) e inibicdo, KIR
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Os resultados foram expressos em mediana, valores maximo e minimo. Os valores
representam a andlise comparativa entre o tecido polipoide nasal eosinofilico, e a mucosa
do seio esfenoidal de pacientes sem doenca nasossinusal. Os resultados foram analisados
utilizando-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon. As diferencas observadas foram
consideradas significativas quando p< 0,05 (5%).

O grafico 1A demonstra que o tecido polipoide nasal eosinofilico apresenta
concentracdo significativamente maior (p=0,002) de células INKT em relacdo a
mucosa sinusal controle. Da mesma forma, o grafico 1B também evidencia
concentracdo significativamente maior (p=0,012) dos receptores de ativacao,
NKG2D, das células iNKT, no tecido polipoide nasal eosinofilico, comparativamente
ao controle. Embora tenha havido maior concentracdo dos receptores de inibicéo,
KIR, no tecido polipoide nasal, essa diferengca ndo se mostrou significativa em
relacdo a mucosa sinusal controle, segundo consta no grafico 1C.

Os achados descritos acima indicam presenca significativamente maior de
células INKT e do seu receptor de ativacdo (NKG2D), no tecido polipoide nasal dos
pacientes com RSCcPN eosinofilica, em relagdo a mucosa sinusal controle,
sugerindo sua ativacdo e participacdo na fisiopatogenia da polipose nasal

eosinofilica.
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5.3 ANALISE DAS CITOCINAS NOS SOBRENADANTES DAS CULTURAS
CELULARES DOS POLIPOS NASAIS EOSINOFILICOS, ANTES E APOS A
ACAO DO INTERFERON-a

As citocinas sdo elementos fundamentais na construcdo do ambiente
inflamatoério. Relacionam-se com a proliferacdo celular, quimiotaxia, apoptose e
diferenciacéo celular. A RSCcPN eosinofilica representa uma condicéo inflamatoria
heterogénea, com varios perfis de citocinas presentes, merecendo destaque o perfil
Th2. O IFN-a € uma citocina com habilidade imunomoduladora, utilizada no
tratamento de varias condi¢des clinicas.

Nesse sentido, a fim de verificar sua acédo imunorregulatéria sobre a RSCcPN
eosinofilica, foi realizada a quantificacao, por CBA, das seguintes citocinas: : IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y, em sobrenadantes de culturas celulares de polipos
nasais eosinofilicos, antes e apdés a acdo do IFN-a. Os resultados estdo

apresentados no grafico 2 e na tabela 2.

Gréfico 2 - A/F- Concentracéo de citocinas em sobrenadantes de culturas celulares
de pdlipos nasais eosinofilicos, apds 12 e 24 horas de estimulacdo com IFN-a.

>
w

- - - - L **% Il
£ 150 E 20 } i
(@] (@)
o 2 1g4 |¢|
o <
= 100+ =
% g 16+
o o
1% 50 l§" 14_
= S 12
3 3
c | [
3 o ; . . 8 10 . . .
< 4 4 < 5 2
«o\ 8 & \SO\ O\(b 0\’0
N N\ o K N N
P NZ s < N a}



72

C D
- 1 |
£ 800~ | ok | £ 18- - o !
= = I = S—
= [N . S g
e o 164
© 600- =
4 2
] E 14+
o 400+ °
T Q@ 12-
3 S
£ 2007 £ 104
@
Q o
c c
8 0 T T T 8 8 T T T
Ni & & i & &
S S ~ Q\& N ~
S q ™ o a9 ™
[ N Vv ) Y Vv
E F
= _
£ 150- £ 30 l = l
2 B ey
7 > 25-
T
Z 100- &
() D 204
© °
o S
IS
§" 50 @“ 154
= o
3] (= 2 10+
:O) 0 T T T 8 T T T
e ) o @ ) °
N S N v\&o\ & o
& N N S ™ N
< Ng P < N o)

Os resultados foram expressos em mediana, valores maximo e minimo de concentracdo (pg/mL) das
citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y. Os resultados foram analisados utilizando-se o teste

ndo paramétrico de Wilcoxon. As diferencas observadas foram consideradas significativas quando p<
0,05 (5%).
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Tabela 2 - Valores das medianas, maximo e minimo das concentracdes das

interleucinas dosadas nos sobrenadantes das culturas celulares dos pélipos nasais

eosinofilicos.

Controle 12 horas 24 horas

IL-4 15,80 (12,10 - 18,70)" 15,30 (11,40 — 16,80)" 13,20 (10,30 —
15,50)"#

IL-6 29,20 (12,20 — 331,50)" 20,90 (14,50 — 32,90 (17,90 —
138,30)* 625,90) "%

IL-10 10,70 (9,30 — 15,60)" 11,50 (10,10 — 15,10)* 13,80 (11,20 —
16,20)"#

IFN-y 14,70 (12,10 — 21,20)" 15,60 (12,80 — 23,90)* 17,90 (15,20 —
26,30)"#

IL-2 13,80 (10,90 — 128,50) 13,10 (10,60 —61,10) 12,95 (10,60 — 15,30)
TNF-a 12,00 (9,10 — 104,80) 12,20 (9,00 — 61,70) 11,30 (9,50 — 14,70)

Legenda: ~p<0,05 para as comparacdes entre controle e 24 horas / *p<0,05 para as
comparacoes entre 12 e 24 horas.

Ao avaliar a concentracdo das interleucinas no sobrenadante das culturas
celulares dos polipos nasais eosinofilicos, encontrou-se uma diminuigdo significativa
da concentracdo de IL-4 (p = 0,0078), em relacdo aos controles, 24 horas apos a
exposicao das culturas a acdo do IFN-a. Observou-se também que a reducdo da
concentracdo de IL-4 foi significativamente mais intensa nas culturas avaliadas 24
horas apds o estimulo do IFN-a, comparativamente as culturas avaliadas 12 horas
apos (p = 0,0039) (grafico 2 B).

Com relacdo a IL-6 (p = 0,0186), a IL-10 (p = 0,0039) e ao IFN-y (p = 0,0039),
as culturas celulares dos pélipos nasais eosinofilicos apresentaram, relativamente
aos controles, aumento significativo das suas concentragdes, 24 horas ap0s a agao
do IFN-a. Notou-se também que a elevacdo da concentragdo destas citocinas foi
significativamente mais relevante nas culturas avaliadas 24 horas apds o estimulo
do IFN-a, comparativamente as culturas avaliadas 12 horas apés (p = 0,0039 para
IL-6, p = 0,0091 para IL-10 e p = 0,0269 para IFN-y) (graficos 2 C, D e F).
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Ao que se refere as interleucinas IL-2 e TNF-a, ndo houve diferenga
significativa nas suas concentracdes, em relagdo aos controles, ap6s a estimulacao

das culturas com o IFN-a (graficos 2 A e E).
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6 DISCUSSAO

Os conhecimentos atuais a respeito da RSCcPN permitem afirmar que essa
patologia representa uma doenca, essencialmente inflamatéria, de etiologia
desconhecida. Com o0 avango da compreensao sobre a arquitetura da biologia
molecular e celular que permeia a RSCcPN, tornou-se evidente que o diagnostico
fenotipico de RSCcPN envolve uma variedade de vias inflamatérias distintas. A
tendéncia, atualmente, é individualizar tais vias, por meio de biomarcadores, a fim de
se conhecer os vérios endotipos da RSCcPN (CHIN; HARVEY, 2013).

Os estudos tém demonstrado que, no Ocidente, a maioria dos pacientes com
RSCcPN apresenta endétipo caracterizado por infiltrado celular predominantemente
eosinofilico e perfil imunoldgico, onde se destacam as citocinas do perfil Th2. As
citocinas exercem papel de destaque na individualizacdo dos endotipos da RSCcPN,
uma vez que se relacionam com a resposta imune adaptativa a fatores exdégenos e
influenciam o ambiente tecidual local, a partir do recrutamento de varios tipos
celulares (STEVENS et al., 2015; WANG et al., 2016; TAN; MIN; HULSE, 2017).

A intensidade da infiltracdo eosinofilica no tecido polipoide caracteriza a
RSCcPN em eosinofilica ou ndo eosinofilica, além de ter implicagbes progndsticas.
A RSCcPN eosinofilica esta associada a maior severidade clinica e radioldgica,
maior risco de ocorréncia de asma e maior incidéncia de recidiva da polipose apés
tratamento cirtrgico (LOPEZ-CHACON: MULLOL; PUJOLS, 2015).

No estudo de Aslan et al (2017), a severidade clinica de 53 pacientes com
RSCCcPN foi avaliada por meio da andlise de tomografia computadorizada de seios
paranasais (usando indice de Lund-Mackay) e de endoscopia nasal (usando indice
de Lund-Kennedy). Os polipos nasais foram classificados em eosinofilicos
(eosinofilia tecidual > 10 eosinofilos/CGA) e ndo eosinofilicos (eosinofilia tecidual <
10 eosindfilos/ICGA). Os autores encontraram, nos pacientes com polipos
eosinofilicos, pontuacdo média igual a 13,5 para o indice de Lund-Mackay e 2,8 para
o indice Lund-Kennedy. Estes valores foram significativamente maiores que o0s
encontrados nos polipos néo eosinofilicos.

Em outra pesquisa, Wang et al. (2014), utilizando critérios de eosinofilia
tecidual, valores > 5 eosinéfilos/CGA (pdlipos eosinofilicos) e < 5 eosinéfilos/CGA
(pdlipos nado eosinofilicos), estudaram 60 pacientes com RSCcPN. Os indices

meédios de Lund-Mackay para tomografia de seios paranasais e Lund-Kennedy para
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endoscopia nasal foram, respectivamente, 14,42 e 3,59, para o0s polipos
eosinofilicos, e 9,64 e 2,06 para os nao eosinofilicos.

Na amostra desta pesquisa de pacientes com RSCcPN eosinofilica, cujo
critério para eosinofilia tecidual foi de 20 ou mais eosinofilos/CGA, também verificou-
se valores relevantes dos indices de Lund-Mackay (17/24) e Lundy-Kennedy
(3,69/4). Esses achados, em conformidade com a literatura, reafirmam a severidade
clinica dos pacientes com polipose nasal eosinofilica.

Sabe-se que 46% dos pacientes avaliados em neste estudo receberam o
diagnostico de asma. De fato, a associacdo entre asma e RSCcPN ja é conhecida, e
,do ponto de vista histopatoldgico, tais entidades compartilham algumas alteracdes,
tais como: inflamacéo eosinofilica, dano epitelial e espessamento da membrana
basal da mucosa respiratoria (PONIKAU et al., 2003). Uma Pesquisa, realizada por
Hopkins et al. (2009), avaliou 2176 pacientes com RSCcPN submetidos a tratamento
cirargico de polipose nasal. Destes, 37,5% dos pacientes eram asmaticos.

A faixa etaria dos pacientes deste estudo variou de 19 a 73 anos, com média
igual a 53. A distribuicdo por sexo apresentou 61% masculino e 39% feminino.

Dados semelhantes foram encontrados no estudo de Rugina et al. (2002),
onde avaliaram-se 224 pacientes com RSCcPN e cuja idade variava de 14 a 73
anos (média igual a 46), sendo 63% do sexo masculino. Durante um estudo de
incidéncia de RSCcPN, Larsen e Tos (2002) avaliaram 253 pacientes, sendo 69% do
sexo masculino. Os autores observaram que a incidéncia de RSCcPN foi maior no
grupo etario de 50 a 59 anos.

Ao confrontar as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas desta amostra com
a literatura, é possivel afirmar que se trata de um grupo de pacientes representativo
do universo da RSCcPN.

Em se tratando de definir eosinofilia no tecido polipoide, 0 que o caracteriza
como eosinofilico, ndo ha, na literatura, um consenso sobre qual seria o melhor
método de quantificar essa celularidade. Isso representa o principal obstaculo na
padronizacdo das pesquisas em RSCcPN eosinofilica.

Alguns autores tém elaborado sistema de classificagdo que leva em
consideracdo a severidade da infiltracdo eosinofilica no tecido polipoide: zero (ndo
eosinofilico), um (infiltragcdo leve), dois (moderada) e trés (acentuada) (HAO; PANG;
WANG, 2006; KIRTSREESAKUL; ATCHARIYASATHIAN, 2006).
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Entretanto, esse sistema se baseia na avaliacdo subjetiva do patologista.
Outros estudos tém definido a eosinofilia tecidual segundo a propor¢cdo dos
eosinofilos em relacdo ao restante da celularidade (BONFILS et al., 2009; ZHANG
et al.,, 2012). Porém, esse método apresenta também limitacdes, uma vez que a
propor¢cdo muda de acordo com o numero total de células do infiltrado inflamatério.

Outra forma de se aferir a eosinofilia tecidual, que foi, primariamente, utilizada
no estudo do papel do eosindéfilo na fisiopatogenia da RSCcPN, diz respeito ao uso
de marcadores imunolégicos para o eosinoéfilo e seus produtos (THOMPSON et al.,
2016). A maioria das pesquisas sobre RSCcPN eosinofilica utiliza a contagem
tecidual de eosinéfilos/CGA para definir a eosinofilia. Entretanto, ndo ha consenso
em relacdo ao valor de corte que melhor expressaria a importancia da eosinofilia no
tecido polipoide. Os estudos arbitram valores extremamente variados para a
contagem dos eosindfilos, a qual define a RSCcPN em eosinofilica ou néo
eosinofilica: > que 5 eosindfilos/CGA (KIM et al., 2013), > que 10 eosindfilos/CGA
(SOLER et al., 2010), > 70 eosinofilos/CGA (TOKUNAGA et al., 2015) e, até mesmo
> que 100 eosinofilos/CGA (IKEDA et al., 2013).

Entdo, diante da dificuldade de se definir eosinofilia tecidual, quando se
propde classificar a RSCcPN em eosinofilica ou nao eosinofilica, segundo a
contagem de eosindfilos/ICGA, espera-se que o0 valor de corte tomado como
referéncia reflita diferencas clinicas, assim como desfechos pds tratamento.

Um estudo prospectivo, realizado por Soler et al. (2010), avaliou o impacto da
eosinofilia tecidual no score de qualidade de vida de pacientes com RSCcPN e
RSCsPN, antes e apdés tratamento cirdrgico. Segundo os autores, eosinofilia 210
eosinofilos/CGA, como critério para eosinofilia tecidual, refletiu 0 menor ganho em
qualidade de vida apdés o tratamento cirdrgico.

Em outro estudo, Snidvongs et al. (2012) avaliaram as queixas clinicas e 0
comprometimento tomografico dos seios paranasais e endoscopico das fossas
nasais de pacientes com RSCcPN e RSCsPN submetidos a tratamento cirdrgico. Ao
basear-se no resultado histopatolégico pds-cirtrgico, os pacientes foram agrupados
segundo trés niveis de eosinofilia tecidual: < 5 eosindfilos/ICGA, 5-10
eosindfilos/CGA e = 10 eosinofilos/CGA. Quando confrontadas as avaliacdes clinicas
com os niveis de eosinofilia tecidual, os autores identificaram piores avaliacdes

clinicas nos pacientes com eosinofilia = 10 eosindfilos/CGA. Assim, optou-se pela
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presenca de = 20 eosindfilos/CGA como critério de corte para definicdo de pdlipo
nasal eosinofilico.

Os resultados desta pesquisa demonstraram aumento significativo de células
INKT, assim como seu receptor de ativacdo NKG2D, nos polipos eosinofilicos, em
relacdo a mucosa sinusal de pacientes controle. As investigacdes a respeito da
fisiopatogenia do processo inflamatorio da RSCcPN eosinofilica tém dispensado
atencao especial a participacdo das respostas imunes inata e adaptativa. As células
NK compreendem um grupo de linfocitos bastante heterogéneo no que se refere aos
seus marcadores de superficie e funcionalidade. Inicialmente, essas células foram
concebidas como componentes do sistema imune inato, capazes de destruir células
tumorais ou infectadas por virus. Entretanto, atualmente, tornou-se evidente sua
capacidade de formatar e influenciar a resposta imune adaptativa, exercendo acéo

imunorregulatéria (FU et al., 2014).

Figura 7 - Variedade fenotipica e funcional das células NK.
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Fonte: Adaptado de Fu, Tian e Wei (2014).

As células NKT compreendem um subgrupo especifico de linfocitos que
apresentam caracteristicas tanto das ceélulas NK quanto das células T
convencionais. Formam um grupo heterogéneo de células identificadas a partir do
tipo de TCR presente na superficie (SEINO; TANIGUCHI, 2005). Geralmente, as
funcdes efetoras das células NKT séo reguladas pelo balanco entre a sinalizacao de

receptores de ativacao e inibicdo presentes nestas células. O NKG2D € um receptor
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de ativacdo, semelhante a lectina tipo C, capaz de reconhecer uma série de
proteinas, e que se destaca na determinagdo do estado de atividade das células NK.
Por outro lado, o KIR corresponde a um receptor inibitério, que tem como principal
ligante o MHC classe | (MISTRY; O’'CALLAGHAN, 2007).

Também conhecidas como células NKT tipo | ou classicas, as iNKT séo
células CD4" ou CD4°CDS8  que expressam na superficie um TCR formado por uma
cadeia a invariante (Va24-Ja18) em combinagdo com TCRpB (VB11). Essas células
sdo ativadas por antigenos lipidicos ligados a uma molécula do complexo de
histocompatibilidade n&o classica chamada CD1d. Quando ativadas, as iNKT
prontamente produzem grande quantidade de citocinas. Essa producao ocorre muito
mais rapidamente do que a realizada pelas células T convencionais, podendo,
assim, regular e amplificar a resposta imune adaptativa e influenciar, portanto, a
funcdo das células DCs, NK, B e T (GAPIN, 2016).

Embora sejam crescentes as evidéncias de que o sistema imune inato
participe da patogénese da RSCcPN eosinofilica, pouco se sabe a respeito da
participacdo das células NK e, em especial, das células INKT no desenvolvimento da
polipose nasal.

Yamamoto et al. (2007) pesquisaram a presenca de células NKT, assim como
a expressdo de citocinas do perfil Th2, na mucosa sinusal de 16 pacientes com
RSCcPN asmaéticos e ndo asmaticos. Utilizou-se a avaliacdo histolégica da mucosa
sinusal para separa-los em eosinofilicos ou neutrofilicos. Os resultados
demonstraram a presenca de células NKT, em graus variados, nos pacientes com
RSCcPN eosinofilicos e asmaticos. Nao foi observada a presenca de células NKT
nos pacientes ndo asmaticos. As citocinas do perfil Th2 também tiveram sua
expressdo aumentada significativamente nos pacientes asmaticos em relagdo aos
nao asmaticos. Os autores concluiram que as ceélulas NKT podem, portanto,
executar importante papel no aumento da expressao de citocinas Th2 e favorecerem
a infiltragcdo de eosinofilos, observados na mucosa sinusal dos pacientes com
RSCcPN e asmaticos (YAMAMOTO et al., 2007).

Em outro estudo, Cao et al. (2009) por meio da expressao de um marcador de
células NKT (Va24), compararam a infiltracdo dessas células em amostras de tecido
polipoide de pacientes com RSCcPN eosinofilica e ndo eosinofilica. Encontraram
aumento significativo de células NKT em polipos eosinofilicos, quando comparados

aos nao eosinofilicos.
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Embora o papel das células iNKT na fisiopatogenia da RSCcPN eosinofilica
ndo tenha ainda sido investigado, estudos tém demonstrado que as células iINKT
exercem funcdo de destaque nos processos inflamatérios eosinofilicos das vias
aéreas inferiores, tal como a asma (UMETSU; DEKRUYFF, 2006; GORSKA, 2017).

Akbari et al. (2006) examinaram a frequéncia e distribuicdo das células iINKT
no tecido pulmonar de pacientes com asma persistente moderada a severa.
Aproximadamente, 60% das células CD4"CD3" nesses pacientes, ndo eram células
T CD4" ligadas ao MHC de classe Il, e sim células iNKT com a expressdo do TCR
invariante (Va24-Ja18). Além disso, essas células expressaram perfil de citocinas
semelhante as células Th2, com destaque para IL-4 e IL-13. Os autores concluiram
gue 0s pacientes com asma apresentam aumento da populacdo de células iNKT-
Th2 like que, juntamente com as células Th2, contribuem para potencializar o

processo inflamatorio pulmonar (AKBARI et al., 2006)

Figura 8 - Participacdo das células iINKT/Th2 like no modelo imunolégico da asma
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Ao considerar as evidéncias de que as células INKT atuam na fisiopatogenia
da asma potencializando um ambiente inflamatério eosinofilico Th2, e, sabendo que
a RSCcPN eosinofilica, assim como a asma, também se caracteriza pela eosinofilia
e por um perfil de citocinas Th2, é razoavel supor que o aumento de ceélulas iINKT e
seu receptor de ativacdo (NKG2D), nos pdlipos eosinofilicos, esteja, de alguma
maneira, participando da fisiopatogenia dessa doenga, e, provavelmente

contribuindo com a inflamacgéo eosinofilica.
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O tratamento da RSCcPN eosinofilica ainda é um desafio para a
otorrinolaringologia. Muitos pacientes demonstram controle insatisfatério da doenca,
a despeito do maximo tratamento clinico-cirdrgico. Os estudos tém demonstrado que
os pacientes com RSCcPN eosinofilica apresentam desfechos clinicos piores que
0os nao eosinofilicos, além de maior tendéncia a recidiva da polipose apos o
tratamento cirargico (SOLER et al., 2010; ISHITOYA; SAKUMA; TSUKUDA, 2010).

Até o0 momento, o0s corticosteroides, nas suas apresentacfes tOpica e
sistémica, representam as opc¢des terapéuticas com maiores niveis de evidéncia no
tratamento da RSCcPN eosinofilica (FOKKENS et al., 2012b). Entretanto, por se
tratar de uma doenca de evolugcdo cronica, o uso frequente da corticoterapia,
principalmente, na forma sistémica produz, ndo raramente, efeitos colaterais
indesejaveis.

Bonfils, Halimi e Malinvaud (2006) avaliaram tais efeitos em 46 pacientes com
RSCcPN severa que utilizaram, durante 12 meses, mais de trés ciclos de
corticoterapia via oral (prednisolona 1mg/Kg de peso corporal ao dia por seis a 10
dias). Os autores encontraram 43,5% de osteopenia na coluna lombar e 48,8% de
insuficiéncia adrenal secundaria.

Assim, ao considerar as limitagcbes dos tratamentos disponiveis para a
RSCcPN eosinofilica e o maior conhecimento a respeito da sua fisiopatogenia,
procuram-se, atualmente, alternativas terapéuticas que estejam atreladas as bases
moleculares dessa doenca. Sob essa perspectiva, terapias biolégicas, utilizando
anticorpos monoclonais enderecados contra o0s biomarcadores da resposta
inflamatéria Th2, tém ganhado relevancia. Destacam-se as pesquisas com
omalizumab (anti-IgE), reslizumab/mepolizumab (anti-IL-5) e dupilumab (anti-
receptor de IL-4a) (GREVE et al., 2017).

No tratamento de doencas eosinofilicas, o IFN-a € considerado como opc¢ao
na abordagem da Sindrome Hipereosinofilica Idiopatica (SHI) e Sindrome de Churg-
Straus. Entre as estratégias de tratamento da SHI, o IFN pode ser usado como
monoterapia ou em combinagcdo com os corticosteroides ou hidroxiuréia. Estudos in
vitro sugerem alguns mecanismos sobre os quais o IFN atuaria nas sindromes
eosinofilicas.

Segundo Aldebert et al. (1996), os eosinéfilos apresentam um receptor de
superficie para o IFN-a que, uma vez ativado, inibe a liberagdo dos seus granulos

toxicos, contendo neurotoxina derivada do eosinofilo e proteina catibnica
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eosinofilica. Outra acdo do IFN-a, sobre a eosinofilia, diz respeito a sua habilidade
em aumentar a expressdo de IFN-y, uma citocina pré-inflamatéria produzida por
linfécitos CD4 Thl, a qual inibe a diferenciacdo e migracdo dos eosindfilos in vitro
(OCHIAI et al., 1995). Ainda, a acdo do IFN-a, sobre células T e mastocitos, pode
reduzir a produgdo de citocinas ativadoras dos eosindfilos (ZELLA et al., 2000)
(KRISHNASWAMY et al., 2002).

O uso do IFN-a, no tratamento de doencas atépicas com perfil Th2, tem sido,
mais recentemente, explorado.

Kroegel et al. (2006) avaliaram a agdo do IFN a no manejo clinico de
pacientes com asma persistente, severa e dependente de corticoterapia. O IFN-a foi
administrado na dose de 9ug, subcutaneo, trés vezes por semana, por um periodo
superior a 24 meses. Segundo os autores, houve uma redugdo = 60% da
necessidade do uso didrio de beta 2 agonista pelos pacientes, assim como uma
reducdo, de pelo menos 70%, das visitas as unidades hospitalares de emergéncia.
Ao mesmo tempo, o uso do IFN a permitiu, pela primeira vez em oito anos, a
descontinuacdo da dose diaria do corticosteroide em todos os pacientes.

Recentemente, Neff et al. (2017) relataram uma série de oito pacientes com
otite média eosinofilica tratados com interferon-a 2a e 2b peguilato (PEG-IFN). Os
pacientes receberam uma injecdo subcutanea semanal de PEG-IFN, na dose inicial
de 90ug/semana para o IFN2a e 50ug/semana para o IFN2b. Os autores relataram
resposta clinica satisfatéria, com resolucdo completa da otorréia, normalizacdo da
mucosa da orelha média e descontinuacao da corticoterapia em 50% da amostra.

N&o foram encontrados na literatura, nenhum relato de tratamento da
RSCCcPN eosinofilica com IFN-a. Foi proposto, entdo, a pesquisar, in vitro, se o IFN-
a alteraria o perfil de citocinas da RSCcPN eosinofilica, a qual sabidamente se
caracteriza pela predominancia de um padrao Th2.

Este estudo encontrou uma diminui¢ao significativa na concentragéo de IL-4
nos sobrenadantes das culturas celulares dos pdlipos nasais eosinofilicos, 24 horas
apos a exposicao destas ao IFN-a.

As citocinas do perfil Th2, incluindo IL-4, IL-5 e IL-13, orquestram a reacao
inflamatoria na RSCcPN eosinofilica. A IL-4, importante citocina Th2, € produzida
por eosinofilos, basdfilos, mastécitos, células NK e células Th2, estimula a
diferenciacdo de linfocitos T virgens em linfécitos Th2 e € um importante cofator na

prevencado da apoptose das células T ativadas. A IL-4, também, é a principal citocina
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responsavel pela mudanca de classe de imunoglobulina dos linfécitos B para o
fenotipo IgE. Participa, ainda, do recrutamento de eosinofilos ao aumentar a
expressao de VCAM-1 nas células endoteliais (OTTO; WENZEL, 2008; OYER et al.,
2013).

No estudo de Ramanathan et al. (2008), os autores demonstraram que
células epiteliais coletadas da mucosa sinusal de pacientes com RSCcPN, quando
expostas a IL-4, diminuem a expressdo de genes relacionados com a imunidade
inata. Segundo 0s mesmos, essa reducdo pode contribuir com a colonizacao
microbiana e com a resposta imune anormal associada a RSCcPN..

O fato do IFN-a reduzir a concentragédo da IL-4 nas culturas celulares dos
polipos nasais eosinofilicos, e tendo em vista a importancia dessa citocina na
construcdo do ambiente inflamatério Th2, demonstra que o IFN-a apresenta
potencial de modular negativamente o padréo inflamatério Th2 da RSCcPN
eosinofilica. Essa proposi¢cdo encontra respaldo na literatura, uma vez que tem-se
demonstrado que o IFN-a, de fato, pode regular negativamente as funcbes das
células Th2.

Segundo Huber et al. (2014) interferons tipo | (IFN-a/) sdo capazes de inibir
o fator de transcricdo GATA-3, tanto em células Th2 em desenvolvimento quanto em
células Th2 ja diferenciadas. O GATA-3 é um fator de transcricdo que, uma vez
acionado, potencializa o l6cus das citocinas Th2, entre elas a IL-4, estabelecendo
um ciclo de retroalimentacdo positiva, a qual mantém elevada a expressdao do
GATA-3. Logo, o bloqueio desse fator de transcricdo pelo IFN-a sustenta sua
aplicacdo no manejo de doencas eosinofilicas.

Com relagédo as IL-10, IFN-y e IL-6, encontrou-se um aumento significativo
nas suas concentragdes apos 24h de exposi¢éo das culturas ao IFN-a.

A IL-10 é considerada a citocina anti-inflamatéria mais importante,
fundamental na prevencdo de danos teciduais provocados pela inflamacdo. E
produzida por uma variedade de células, especialmente Treg e Th2, regulando tanto
a resposta imune inata quanto a adaptativa (MINGOMATAJ; BAKIRI, 2016).

Segundo Lloyd e Hawrylowicz (2009), na asma, doenca sabidamente
eosinofilica com perfil Th2, a IL-10 atua sobre as células apresentadoras de
antigeno, amenizando a ativagcdo de células T, inclusive Th2, e inibindo a ativacédo
de mastécitos e eosindfilos. O papel que a IL-10 ocupa na fisiopatogenia da

RSCcPN eosinofilica ainda € controverso, uma vez que 0s autores divergem quanto
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ao aumento da expressdo da IL-10 no tecido polipoide em relacdo a mucosa
nasossinusal (SHI et al., 2009; OYER et al., 2013).

Entretanto, recentemente, alguns autores tém sugerido que o enddtipo dos
pacientes com RSCcPN, caracterizado pela presenca de IL-10, apresenta doenca
menos severa e mais facilmente tratavel (HARUNA et al., 2018;LIAO et al., 2018).
De fato, j& foi demonstrado que o IFN-a é capaz de aumentar a expressao da IL-10
induzida pelo TCR em células T CD4" periféricas ativadas e em cultura de sangue
total (CORRE et al., 2013).

Assim, é possivel que o IFN-a, ao aumentar a concentracdo da IL-10 nas
culturas celulares dos polipos nasais eosinofilicos, exerca uma acgéo regulatoria
sobre o processo inflamatorio eosinofilico.

O IFN-y é a principal citocina Thl, secretada por linfécitos CD8+, células NK,
células B e outras células apresentadoras de antigenos. Os niveis dessa interleucina
estdo, comumente, aumentados na RSCsPN e diminuidos na RSCcPN (VAN ZELE
et al., 2006; BACHERT; AKDIS, 2016). Entretanto, observou-se um aumento
significativo dessa citocina 24h apés a estimulacdo das culturas celulares dos
pélipos nasais eosinofilicos com IFN-a.

Segundo Zhu et al. (2006), uma das maneiras pela qual o fator de transcricao
GATA-3 potencializa o desenvolvimento do perfil Th2 é a inibicdo da resposta Thl.
Ainda, de acordo com o0s autores, esse mecanismo inibitério se daria,
possivelmente, pelo bloqueio da expressdo de Tbet, o principal fator de transcricao
Thi.

No estudo de Ferber et al. (1999) os autores demonstraram, em animais, que
a introducdo de GATA-3 cDNA em células Thl em desenvolvimento, por meio de
infeccd@o retroviral, € capaz de inibir a sintese de IFN-y. Portanto, uma vez que o
IFN-a bloqueia o fator de transcricdo GATA-3 (HUBER et al., 2014), ele diminui a
negatividade sobre o desenvolvimento Thl, aumentando a concentracdo do IFN-y
nas culturas celulares.

A IL-6 é uma citocina multifuncional, com propriedades pré e anti-inflamatérias
bem definidas. E sintetizada por varias células, incluindo as epiteliais, linfocitos B e
T, macréfagos, eosinofilos, mastocitos e fibroblastos (TANAKA; KISHIMOTO, 2014).
As pesquisas tém revelado que essa citocina esta presente no tecido polipoide,
embora sua participacdo na fisiopatogenia da polipose nasal ndo esteja definida.
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No estudo de Danielsen et al. (2006) os autores avaliaram 13 pacientes com
polipose nasal e encontraram aumento significativo da concentracdo da IL-6 no
tecido polipoide em relacdo a mucosa do corneto inferior.

Em outro estudo, Peters et al. (2010) avaliaram a via de trans-sinalizacdo da
IL-6 na mucosa sinusal de pacientes com RSCsPN, no tecido polipoide de pacientes
com RSCcPN e na mucosa do corneto inferior de pacientes controle. Para tal, foram
mensuradas as concentracdes da IL-6, do seu receptor solivel (sIL-6R), da
glicoproteina soltuvel 130 (sgp130) e do STAT3. Houve aumento significativo da IL-6,
do sIL-6R e da sgpl30 no tecido polipoide, comparativamente aos extratos de
mucosa dos pacientes com RSCsPN e controle. Entretanto, a concentragdo de
STAT3 foi significativamente menor no tecido polipoide. Segundo os autores,
embora tenha se verificado aumento da IL-6 e do sIL-6R no tecido polipoide, a baixa
concentracdo da STAT3 e a alta da sgp130 sugerem que a via de trans-sinalizacao
da IL-6 esteja reprimida (PETERS et al., 2010).

Neste estudo, observou-se, nas culturas celulares dos polipos nasais
eosinofilicos, aumento significativo da concentracdo da IL-6 24h apds o estimulo
com IFN-a. Desse modo, é razoavel supor que o IFN-a potencializa a via de
sinalizacdo da IL-6, provavelmente modulando positivamente o fator de transcricao
STAT3. Além disso, se a via de trans-sinalizacdo da IL-6, responsavel pelas acdes
pré-inflamatérias, estiver inibida no tecido polipoide, segundo Peters et al. (2010), é
possivel que a IL-6 esteja sinalizando por meio da via classica, cuja sinalizacao
determina as ac¢bes anti-inflamatérias desta citocina (WOLF; ROSE-JOHN;
GARBERS, 2014)

Este estudo demonstrou que alteragbes do sistema imune inato,
provavelmente, estdo relacionadas a fisiopatogenia da RSCcPN eosinofilica, uma
vez que o tecido polipoide nasal eosinofilico apresentou uma concentracao
significativamente aumentada de células iINKT e seu receptor de ativagdo NKG2D.
Além disso, observou-se que o IFN-a alterou o padrdo de citocinas nos
sobrenadantes das culturas celulares dos pélipos nasais eosinofilicos, acarretando
um rebalanceamento dos perfis inflamatérios, com diminuigdo de citocinas Th2 e

aumento de citocinas Thl e regulatoria.
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7 CONCLUSOES

a)

b)

d)

O tecido polipoide nasal eosinofilico apresenta maior concentracdo de
células INKT do que a mucosa sinusal controle.

O tecido polipoide nasal eosinofilico apresenta maior concentracdo de
receptores de ativacdo de células INKT (NKG2D) do que a mucosa
sinusal controle.

O IFN-a altera, in vitro, o padrdao de citocinas da polipose nasal
eosinofilica.

O IFN-a ocasiona, nas culturas celulares dos pélipos nasais eosinofilicos,
reducdo de IL-4 e aumento de IL-6, II-10 e IFNy, rebalanceando os perfis
Th2 e Thil.
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APENDICES

APENDICE A - Modelo de termo de consentimento livre e esclarecido para sujeitos
maiores de idade

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG

Comité de Etica em Pesquisa- CEP

MODELO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
SUJEITOS MAIORES DE IDADE
(Versao de junho/2011)

Titulo do Projeto_ Avaliacéo do Perfil de Citocinas em Culturas Celulares
Derivadas de Pdlipos Nasais Eosinofilicos (antes e apds a acao do Interferon-a) e
Pesquisa de Células Natural Killer T Invariante (iNKT) em Pd6lipos Nasais

Eosinofilicos

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo Avaliacéo de células derivadas
da polipose nasossinusal apds tratamento com interferon in vitro, por apresentar
uma doenca chamada polipose nasal. Os avang¢os na area do tratamento dessa
doenca ocorrem através de estudos como este, por iSso a sua participacdo é

importante. O objetivo deste estudo é avaliarmos a resposta de crescimento das
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células derivadas dos polipos na presenca de um remédio chamado interferon e
caso vocé participe, sera necessario autorizar que estudemos as “carnes do nariz”
gue eventualmente sejam retiradas durante uma bidpsia ou cirurgia. De antemé&o
esclarecemos que ja faz parte da rotina enviarmos para estudo qualquer tecido
retirado em bidpsias e cirurgias. No caso da pesquisa em questéo realizaremos mais
alguns estudos que normalmente ndo sao realizados. Ndo sera feito nenhum
procedimento que lhe traga qualquer desconforto ou risco a sua vida pois
utilizaremos informacfes e material derivados do seu préprio tratamento. Ainda,
pedimos sua autorizagcdo para avaliarmos suas consultas e seus exames presentes
no prontuario médico de maneira totalmente sigilosa.

Vocé podera obter todas as informacbes que quiser e podera nao participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualguer momento, sem prejuizo no seu
atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé nao recebera qualquer valor em
dinheiro, mas ter4 a garantia de que todas as despesas necessarias para a
realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome néo
aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé sera identificado com um

ndmero.
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APENDICE B - Termo de consentimento livre, apds esclarecimento

Titulo do Projeto:

Eu, (home do voluntario), li e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi para que
serve o estudo e qual procedimento a que serei submetido. A explicagao que recebi
esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participacdo a qualquer momento, sem justificar minha deciséo e
que isso ndo afetard meu tratamento. Sei que meu nome nédo sera divulgado, que
nao terei despesas e nao receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo

em participar do estudo.

Uberaba, ............. [, Lo,
Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de
Identidade
Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do

pesquisador orientador
Telefone de contato dos pesquisadores Julio 99780191

Em caso de davida em relacéo a esse documento, vocé pode entrar em contato com
o Comité Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, pelo
telefone 3318-5854.





