UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

FACULDADE DE MEDICINA DA BAHIA
Fundada em 18 de Fevereiro de 1808

Monografia

Efeito do corticdoide sistémico na sintese
de citocinas Thl7 na polipose nasal

Murilo Cezar Souza Oliveira

Salvador (Bahia)

Junho, 2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

FACULDADE DE MEDICINA DA BAHIA
Fundada em 18 de Fevereiro de 1808

Efeito do corticoide sistémico na sintese
de citocinas Thl7 na polipose nasal

Murilo Cezar Souza Oliveira

Professor-orientador: Viviane Sampaio Boaventura de Oliveira

Monografia de conclusdo do componente
curricular MED-B60, do curriculo medico da
Faculdade de Medicina da Bahia (FMB) da
Universidade Federal da Bahia (UFBA),
apresentada ao Colegiado do Curso de
Graduacdo em Medicina da FMB-UFBA.

Salvador (Bahia)

Junho, 2012



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Universitaria de

Saude, SIBI — UFBA.

048

Oliveira, Murilo Cezar Souza

Efeito do corticdide sistémico na sintese de citocinas Th17
na polipose nasal / Murilo Cezar Souza Oliveira. - Salvador
Salvador, 2012.

24 f.- il.color.

Orientadora: Viviane Sampaio Boaventura de Oliveira

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo) -
Universidade Federal da Bahia. Faculdade de Medicina da
Bahia, 2012.

1. Otorrinolaringologia. 2. Doenga Inflamatdria. 3. Corticéide. I.
Oliveira, Viviane Sampaio Boaventura de. Il. FORMTEXT
Universidade Federal da Bahia. Il1. Titulo.

CDU 616.21




Monografia: Efeito do corticoide sistémico na sintese de
citocinas Th17 na polipose nasal

Murilo Cezar Souza Oliveira
Professor-orientador: Viviane Sampaio Boaventura de Oliveira

Co-orientador: Valéria de Matos Borges

COMISSAO EXAMINADORA

Membros Titulares:
e Viviane Sampaio Boaventura de Oliveira (Presidente), Professora da
FMB-UFBA.

e Deboraci Brito Prates, Professora do ICS-UFBA.
o Daniel Athanasio, Professor da FMB-UFBA.

Membro Suplente:
o Valéria de Matos Borges, Pesquisadora do Centro de Pesquisa
Gongalo Moniz, Fiocruz-BA.

TERMO DE REGISTRO ACADEMICO: Monografia
aprovada pela Comissdo, e julgada apta a apresentacéo
publica no Il Seminario Estudantil de Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Bahia/UFBA, com posterior
homologacdo do registro final do conceito (apto), pela
coordenacdo do Nucleo de Formacéo Cientifica. Chefia do
Departamento de Medicina da FMB-UFBA.

Salvador (Bahia)

Junho, 2012




Agradecimentos

A Dra. Viviane Boaventura e Dra. Valéria Borges, pela orientacdo e ensinamentos
cientificos, clinicos e humanos;

a Dr. Eduardo Ramos e Dr. Washington Luis, pela colaboracdo na anélise dos
resultados;

a Dr. Eriko Vinhaes e Dra. Marcele Brand&o, por atender e conduzir os pacientes;
ao Centro de Pesquisa Gongalo Moniz/BA, por toda estrutura fornecida;

a Daniela Campos, pela cumplicidade e companhia;

a Pamela Mesquita, pelo amor e paciéncia;

aos pacientes, por confiar-nos os seus segredos e seus bens maiores.



EQUIPE

- Murilo Cezar Souza Oliveira, académico de medicina da Universidade Federal da
Bahia, bolsista pelo Programa Institucional de Bolsa de Iniciacdo Cientifica CNPq
PIBIC/Fiocruz no periodo 2010-2012.

- Daniela Campos, académica de medicina da Universidade Federal da Bahia, bolsista
pelo Programa Institucional de Bolsa de Iniciacdo Cientifica CNPq PIBIC/Fiocruz no
periodo 2010-2012.

- Marcele Branddo, médica otorrinolaringologista da Santa Casa de Misericérdia da
Bahia, Hospital Santa Izabel.

- Eriko Vinhaes, médico otorrinolaringologista, preceptor do Departamento de
Otorrinolaringologia da Santa Casa de Misericordia da Bahia, Hospital santa Izabel

- Eduardo Ramos, médico patologista, professor adjunto do Departamento de Patologia
e Medicina Legal da Universidade Federal da Bahia, pesquisador do Centro de Pesquisa
Goncalo Moniz —Fiocruz/BA.

- Washington Luis Conrado dos Santos, médico Patologista, pesquisador do Centro de
Pesquisa Gongalo Moniz-Fiocruz/BA.

- Aldina Barral, médica Patologista, professora do Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Universidade Federal da Bahia, pesquisadora do Centro de Pesquisa
Gongalo Moniz —Fiocruz/BA.

- Valéria de Matos Borges, professora permanente da Pds-Graduacdo em Patologia da
Universidade Federal da Bahia, pesquisadora do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz-
Fiocruz/BA.

- Viviane Sampaio Boaventura de Oliveira, médica Otorrinolaringologista, preceptora
do Departamento de Otorrinolaringologia da Santa Casa de Misericordia da Bahia,
Hospital Santa Izabel, professora adjunta do Departamento de Patologia e Medicina
Legal da Universidade Federal da Bahia.

Vi



Institui¢Oes Participantes

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
- Faculdade de Medicina da Bahia (FMB-UFBA)

FUNDACAO OSWALDO CRUZ (FIOCRUZ)

- Centro de Pesquisas Goncalo Moniz - Bahia

- Departamento de Imunoparasitologia (LIP)

- Departamento Integrado de Microbiologia e Imunorregulagéo (LIMI)
- Servico de Histotecnologia

SANTA CASA DE MISERICORDIA DA BAHIA
- Hospital Santa Izabel
- Servigo de Otorrinolaringologia

vii



Sumario

INDICE DE TABELAS E GRAFICOS.........ccooiiviiiieieieeesessississsesssssesens 02
LISTA DE ABREVIAQ@ES .............................................................................. 03
RESUMO ... .ottt sttt sttt nes 04
INTRODUGAD. .....cocoiieieeeeeeeeeet ettt 05
METODOLOGIA. ...t enae e 07
1. Pacientes e ConsideragBes BLICAS..........ccvvvvveveereeieiie e 07
2. AMOSLra de POIIPO.......oeeiiiieieieeie e 07
3. Contagem diferencial de células e avaliacdo da fibrose tecidual.............. 07
4. Estudo imuno-hiStoqQUIMICO........ccccveiveiieiicsie e 08
5. Quantificagdo de células e drea marcada...........ccccceeveveveierieresesese e, 08
6. ANAlISE ESTAISTICA. ... ..veivveiiecieee e 08
RESULTADOS . ...ttt st e s e e snae e e nnnee e 09
1. Caracteristicas Clinicas dos Pacientes com Polipose Nasal...................... 09
2. Celularidade e Fibrose Tecidual do P6lipo Nasal antes e ap6s o
EFALAIMENTO. ... vt e e res 09
3. Expressédo de IL-17, IL-6 e TGF-B no Pdlipo Nasal antes e apos o
tratamento COM COItICOITE. ........ccveivieie e 11
4. Correlacdo entre a expressao de citocinas, percentual de células
inflamatdrias e fibrose tecidual no pAlipo nasal..............cccccceveveiiciieenen, 13
DISCUSSAOQ........ooiieieeieieeeeee st 14
SUMMARY ...t e e e e e e s e et e et e e rre e anae s 17
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........coooiiiiiieieeieiie e 18
ANEXOS. ...ttt ra et 21
1. Termo de consentimento livre e esclarecido............cccccevvveviviieivennenne. 21
2. Questionario clinico-epidemiolOgiCo..........ccccvvirieiieieieicecc e 22

3. Parecer do COMItE dE BLICA. .......ueeeeeee e 23



Indice de Tabelas e Graficos

Tabela 01. Sistema de Estadiamento Lund-MCcKay.............cccccvvvvereeieiieinere e 05
Tabela 02. Anticorpos utilizados na imuno-histoquimica...........ccceeevveveeieieesecne, 08
Tabela 03. Caracteristicas clinica dos pacientes com polipose nasal.............cccccceeeneee 09
Figura 01. Infiltrado inflamatdrio e fibrose tecidual do pélipo nasal............c.cccceeveeee. 10
Tabela 04. Expressédo de células inflamatdrias e fibrose tecidual...............c..cceeueene.e. 11
Figura 02. Expressao de IL-17 e citocinas indutoras no pélipo nasal.......................... 12
Tabela 05. Expressao de Citocinas Th17.......cccoiiiiiiniiiieeeeee e 13

Figura 03. Correlacéo entre a expresséo de citocinas, percentual de células
inflamatdrias e fibrose tecidual de pacientes com polipose nasal.............. 14



Lista de Abreviacdes

AAS: Acido Acetilsalicilico

Células Treg: Células T regulatoria/T regulatory cells

DAB: Diaminobendizina

FIOCRUZ: Fundacgéo Oswaldo Cruz

GR: Receptor de glicocorticoide/Glicocorticoid receptor

HE: Hematoxilina e Eosina

IFN-y: Interferon-y/Interferon-y

IL: Interleucina

LIMI: Laboratério Integrado de Microbiologia e Imunoreguacéo

MMP: Metaloproteinase de Matriz/Matrix metalloproteinases
Células Th: Células T auxilianres/T helper cells

Md: Mediana

PIFG: Picrossirius com “Fast Green”

PBS: Tampao Fosfato-salino/Phosphate buffered saline

Rantes: Citocina regulada sob ativacdo, expressa e secretada por células T
normais/regulated and normal T cell expressed and secreted

TA: Temperatura ambiente

TC: Tomografia computadorizada

TGF-B: Fator de Crescimento Transformador-p/Transforming growth factor-4
TIMP: Inibidor tecidual de metaloproteinase/Tissue inhibitor of metalloproteinases
TNF-a: Fator de necrose tumoral-o/Tumor necrosis factor-a

Tto: Tratamento

VIQ: Variacgdo interquartil



Resumo

Titulo: Efeito do corticoide sistémico na sintese de citocinas Th17 na polipose nasal.

A polipose nasal € uma doenca inflamatdria cronica da mucosa, de etiologia
desconhecida, caracterizada pela presenca de diferentes tipos celulares, como
eosinofilos, neutrofilos e linfocitos T. Poucos trabalhos descrevem a presenca de 1L-17
nessa leséo, e o papel da resposta Th17 no desenvolvimento da inflamagéo ainda nao
estd esclarecido. Nossa hipdtese é de que as células Thl7 estdo envolvidas na
patogénese da polipose nasal. Para isso, obtivemos amostras de polipo nasal de seis
pacientes, antes e ap0s o tratamento com corticosterdide oral. Apos analise dos aspectos
clinicos, caracterizamos as amostras quanto a celularidade e fibrose tecidual e
verificamos por imuno-histoquimica a expressdo de IL-17, IL-6 e TGF-$ antes e ap0s a
terapia. Os pacientes apresentaram, em comum, quadro de obstrugdo nasal, espirro,
reducdo/perda do olfato e prurido. Ao avaliar caracteristicas histologicas, observamos
uma tendéncia a reducdo da mediana (variagdo interquartil) do percentual de
eosinofilos, de 38% (24,3-49,7) para 16,9% (3,9-36,8), e linfocitos, de 36,8% (32,9-
38,2) para 29,4% (23,4-37,4), apés o tratamento. Associado a isso, verificamos o
aumento de fibroblastos, de 10% (4,6-18,4) para 33% (25,8-38,1), e fibrose tecidual, de
24,2% (10,7-38,75) para 55,4% (41,6-65,4), apos a terapia. Observamos, também, que
apos o tratamento houve uma tendéncia reducdo no percentual de IL-17, de 12,8 (9,4-
16,1) para 8,3 (5-10,9); TGF-p, de 5,6 (3,9-5,9) para 4,1 (3-5) ; e IL-6, de 6,6 (5,7-7,1)
para 4,5 (2,4-6,3). Esses resultados sugerem que a resposta Th17 pode estar envolvida
na patogénese da polipose nasal, e a modulacao dessa resposta pode ser uma estratégia
terapéutica.

Palavra Chave: Pdlipo Nasal, Resposta Th17, Corticoide.



INTRODUCAO

A polipose nasal é uma doenca inflamatoria da mucosa nasal, de etiologia
desconhecida, com incidéncia de um a quatro por cento na populagdo mundial,
acometendo principalmente adultos (1). Os pacientes com obstrucdo nasal causada pela
polipose  freqlientemente apresentam  rinossinusite  bacteriana de  repeticéo,
principalmente na regido etmoidal, por comprometimento dos orificios de drenagem
desses seios paranasais. Além disso, podem apresentar cefaléia, anosmia (perda do
olfato), hiposmia (reducdo do olfato), esternutos (espirros), prurido e descarga nasal
posterior (2, 3).Pode associar-se a condic¢des infecciosas,anormalidades anatdmicas e
genéticas, atopia e intolerdncia ao acido acetilsalicilico (AAS) (4). O diagndstico da
doenca é clinico (3), pela visualizacdo dos pélipos no exame fisico ou na endoscopia
nasal (5). A tomografia computadorizada (TC) auxilia na programacao cirdrgica e é
utilizada para classificacdo da doenca pelo sistema de estadiamento de Lund-Mckay
(Tabela 01) (6-8). Quanto maior a pontuagdo, maior a gravidade da polipose nasal, com
valor maximo de 24 pontos.

Tabela 01. Sistema de Estadiamento Lund-Mckay

Seios paranasais Direito Esquerdo
MauxilarQ, 1, 2

Etmdide anterior0, 1, 2

Etrndide posterior(, 1, 2

Esfendide0, 1, 2

Frontall, 1, 2

Complexo dstio-meatal0* ou 2*

Pontos totais para cada lado

0 = sem anormalidades; 1 = opacificagao parcial; 2 = opacificagao
total
0* = nac-ocluido e 2* = ocluido

O tratamento inicial para polipose é clinico, com corticosterdide topicos ou
sisttmicos, que promovem a reducdo do tamanho do pdlipo nasal e conseqliente
melhora da intensidade dos sintomas (2, 3). Por sua atividade anti-inflamatoria e anti-
edematosa, 0 corticosteroide sisttmico no pré-operatério melhora as condi¢des do
campo cirargico e facilita a eliminacdo de secre¢fes. O corticosteroide topico utilizado
tanto no pré quanto no pos-operatério auxilia no controle do crescimento do poélipo (3,
9, 10). A persisténcia dos sintomas apds o periodo minimo de tratamento de 3 meses
indica falha terapéutica e necessidade de cirurgia (3, 11). Entretanto,a despeito do

tratamento clinico ou cirdrgico freqiientemente ha recorréncia da polipose nasal (3).



A inflamacdo cronica é fator central na patogénese da polipose nasal, com
aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6 e TNF-o),
quimiocinas (IL-8 e RANTES) e metaloproteinases de matriz (MMP-7 e MMP9), além
da reducdo do inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP-1) em compara¢do com
mucosa normal (3, 12, 13). A producdo desses mediadores e fatores quimiotaticos esta
relacionada a intensa infiltracdo de células inflamatdrias, principalmente eosindéfilos que
predominam em 80% dos espécimes cirargicos (2, 14). O recrutamento dos eosinofilos
é mediado pela eotaxina, uma quimiocina produzida a partir da expressao local de I1L-4,
IL-5 e TNF-a (15). Além de eosindfilos, ha recrutamento de linfdcitos, principalmente
TCDB8+, que, assim como os outros linfécitos locais, apresentam fenotipo de células de
memoria ativadas (16-18). Tanto linfdcitos Thl, com producdo de IFN-y e IL-2, quanto
Th2, que produzem IL-4 e IL-5 (19), compdem o infiltrado inflamatério na polipose
nasal, indicando um perfil misto de linfocitos Thl e Th2 (20). Além dessas
células,fibroblastos (3), macrofagos (21), plasmdcitos e neutrofilos (22) também
participam do processo inflamatério no poélipo nasal. Contudo, os mediadores
responsaveis pela inflamacdo cronica da mucosa na polipose nasal ainda continua
incerto.

Em 2005, foi descrito tanto em humanos como no modelo experimental, um
novo subtipo de linfocitos T, denominado Thl7 (23). Esse subtipo é caracterizado pela
producdo elevada de I1L-17, uma citocina pro-inflamatéria, envolvida na patogénese de
doencas crbnicas e auto-imunes como artrite reumatdide, psoriase e doenca de Crohn,
aumentando a producdo de TNF-a, IL-1p e IL-8 (24-27). A presenca de TGF-p e IL-6
no tecido pode induzir a diferenciacdo dessa subpopulacdo de linfocitos T auxiliares em
camundongos. Na auséncia de IL-6, é descrito que o TGF-B promove a diferencia¢do de
linfocitos T auxiliares em células T regulatérias (28). Em humanos, além dessas
citocinas, a presenca de IL-1B e IL-23 parece necessaria, respectivamente, para
formagéo e manutencéo do clone Th17 (29).

Células Th17 foram recentemente identificadas na polipose nasal mas seu
envolvimento na patogénese ainda ndo estd esclarecido(30, 31). Nesse estudo
pretendemos investigar a resposta Th17 em pacientes com polipose nasal antes e ap0s o

tratamento com corticosteréide oral.



METODOLOGIA

Pacientes e Consideracoes éticas

Foram selecionados pacientes do ambulatério de otorrinolaringologia do
Hospital Santa Izabel com diagnostico de polipose nasal, com indicacdo de cirurgia e
sem histdria de tratamento com corticoide topico e/ou sistémico ha pelo menos 3 meses.
Os pacientes preencheram o questionario com dados sobre a identificacdo, historia
clinica e resultado de exames complementares (Anexo I). Foram excluidos pacientes
com idade inferior a 18 anos, portadores de doenga imunossupressora ou que estivessem
em tratamento com drogas imunossupressoras. Pacientes portadores de intolerancia a
aspirina, broncoespasmos e/ou asma tambem foram excluidos do estudo, pois
apresentam caracteristicas clinicas distintas, com diferente resposta a terapéutica ao
corticoide. O diagndstico clinico foi feito por rinoscopia anterior e nasofibroscopia, e
confirmado por exame histopatolégico. O estudo foi aprovado pelo comité de ética do
Hospital Santa Izabel (Anexo I1) e os pacientes confirmaram sua aceitacdo em participar

da pesquisa através da assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido.

Amostra de Pélipo

Foram coletadas duas amostras de p6lipo de cada paciente, sendo a primeira no
momento do diagnostico e a segunda durante a cirurgia, apds o tratamento pré-
operatorio com corticosteroide sistémico e antibidtico por 5 dias. Os fragmentos do
polipo nasal dos seis pacientes antes e apds o tratamento foram mantidos em RPMI
gelado e criopreservados em nitrogénio liquido no Laboratério Integrado de
Microbiologia e Imunorregulacdo (LIMI), na Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-BA).
As amostras de quatro dos seis pacientes foram, também, conservadas em formalina

(10%) para estudo morfologico.

Contagem diferencial de células e avaliacéo da fibrose tecidual

Foi realizada a contagem diferencial de fibroblastos e células inflamatorias
(eosinofilo, neutrofilo, linfocitos T, macréfago e plasmocito) em secgdes de pdlipo
nasal parafinizado, contra-corados com hematoxilina e eosina (HE), atraves de anélises
morfolégicas por um observador. A quantificagdo da area marcada foi realizada
utilizando o programa Image-Pro Plus 6.3.A area fibrética foi determinada apds contra-

coloragéo com picrossirius e verde luz (PIFG).



Estudo imuno-histoquimico

A expressdo das citocinas IL-17, TGF-f e IL-6 foi avaliada em amostras
criopreservadas . Seccdes congeladas de 4pum de espessura foram fixados com acetona
gelada por 20 minutos e bloqueadas usando peroxido de hidrogénio a 3% por 20
minutos, na temperatura ambiente (TA). Posteriormente as laminas foram lavadas com
tampé&o-fosfato (PBS 1X) e incubadas com leite desnatado a 3% por 60 minutos,
seguida de incubac¢dao com anticorpo primario “overnight” a 4°C (Tabela 02). Apds 20
minutos em temperatura ambiente e lavagem com tampao-fosfato, foram adicionados 0s
anticorpos secundarios Advance HRP (Tabela 02), conforme protocolo do fabricante.
Por fim, foi feito a revelagdo com DAB e contra-coragdo com hematoxilina de Harris.

Tabela 02. Anticorpos utilizados na imuno-histoquimica

An_ticgrpo Conc_en_trggéo/ Espécie Fabrica,nte/ Anticorpo S_ecundério -
Primario Diluicao No. Catalogo Fabricante
a7 | M | oo | G | AR G
torp | 2| oo | G | Adaele e
IL-6 251% Zg(/)ml Camundongo MAR\SLZE())G 1 Advalrjicr?kl;TIE)'(Al\Elzgme €

Quantificacao de células e area marcada

Foram obtidas imagens digitais das sec¢cdes em 5 campos no aumento de 400x,
capturadas usando microscopio Nikon E600 e cAmara digital Q-Color 1 Olympus. Em
seguida, foram quantificadas as células ou a area marcada (em caso de marcagdo
extracelular) utilizando programa Image-Pro Plus 6.3 e o resultado foi expresso em

mediana do percentual de células/campo ou &rea marcada/campo + desvio padrao.

Anélise estatistica
Os dados foram representados com a mediana e analisados estatisticamente pelo
teste Wilcoxon ou teste de regresséo linear simples com nivel de significancia de p<

0.05 através dos programas Bioestat 5.3 e Graphpad Prism 5.



RESULTADOS
Caracteristicas Clinicas dos Pacientes com Polipose Nasal

Todos os pacientes eram do sexo masculino, com idade de 39,6+11,4 anos.
Todos o0s pacientes apresentavam obstrucdo nasal, esternutos e prurido, alem de perda
ou reducdo do olfato. A média do estadiamento de Lund-Mckay foi de 14,7+5,8. Dois
pacientes apresentaram teste cutaneo positivo para alérgenos inalatérios, mas nenhum
deles relatou histéria de tabagismo, intolerancia a AAS, asma ou broncoespasmo
(Tabela 03).

Tabela 03. Caracteristica clinica dos pacientes com polipose nasal

Sexo
Masculino 6 (100%)
Idade
Média (£DP) 39,6 (+11,4)
Sintomas
Obstrucéo 6 (100%)
Esternuto 6 (100%)
Prurido 6 (100%)
Hiposmia 5 (83,3%)
Coriza 4 (66,6%)
Dor/Sensacédo de cabeca pesada 2(33,3%)
Cacosmia 2 (33,3%)
Anosmia 1 (16,6%)
Lund Mackay
Média (+DP) 14,7 (£5,8)
Teste Alérgico Positivo para
Inalantes* 2(33,3%)

DP: Desvio Padréo.
*Para pelo menos um desses alérgenos: poeira, fungos, &acaros, Blomia

tropicalis, epitélio de cdo/gato, aves e tabaco.

Celularidade e Fibrose Tecidual do Pélipo Nasal antes e apos o tratamento.

A celularidade do polipo nasal foi avaliada através da contagem diferencial de
células inflamatorias (eosinofilos, neutréfilo, plasmacito, linfécitos T, macrofago e
fibroblastos) e a fibrose tecidual através da graduagdo do percentual de area marcada
por picrossirio (Figura 1; Tabela 04). Houve uma tendéncia a reducdo do percentual de
eosinofilos (Figuras 1A, B e E) e linfocitos (Figuras 1A, B e E), acompanhado de
aumento da frequéncia de fibroblastos (Figuras 1A, B e E) e da area de fibrose tecidual

(Figuras 1C, D e E) apds o uso de corticosterdide oral. Ao contrario do esperado, um



dos pacientes em estudo apresentou aumento do percentual de eosinoéfilos, e reducdo do
percentual de fibroblastos e da &rea de fibrose apds a terapia. Poucos neutrofilos,
plasmdcitos e macréfagos foram identificados no infiltrado inflamatério antes (11,9%
+6,7) e apos (13,8% £6,6) o tratamento com corticosterdide oral.

10
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Figura 1. Infiltrado inflamatdrio e fibrose tecidual do poélipos nasal.(A-D) Estudo histolégico de
amostras parafinizada de pdlipo nasal corado com HE (A e B) ou PIFG (C e D) antes (A e C) e apds (B e
D) o tratamento com corticosterdide oral. (E) Percentual de eosindfilos, linfécitos e fibroblastos obtidos
através de contagem diferencial de células inflamatéria e area de fibrose tecidual antes (pré-tto) e ap6s

(pbs-tto) a terapia. Todas imagens foram obtidas no aumento de 400x.

Tabela 04. Expressdo de células inflamatorias e fibrose tecidual
Pré-Tto - Md (VIQ)  Pés-Tto -Md(VIQ) Valor de p

Eosindfilos 38 (24,3-49,7) 16,9 (3,9-36,8) 0,62
Linfécitos 36,8 (32,9-38,2) 29,4 (23,4-37,4) 0,62
Fibroblastos 10 (4,6-18,4) 33 (25,8-38,1) 0,25
Fibrose Tecidual 24,2 (10,7-38,75) 55,4 (41,6-65,4) 0,37

Tto=Tratamento; Md=Mediana; VIQ=Variagdo Interquartil.

Expressao de IL-17, IL-6 e TGF-B no Pdlipo Nasal antes e ap0s o tratamento com
corticoide.

Foi avaliada a expressao de IL-17, IL-6 e TGF-P através de imuno-histoquimica
(Figura 02; Tabela 05). Apds o tratamento ha uma tendéncia a reducdo da expresséo de
IL-17 (Figura 2A, B e G) e de TGF-B (Figura 2C, D e G). A expressao de IL-6 foi
mantida ou reduzida nos polipos tratados (Figura 2E, F e G). Em nenhuma das trés

condices foi detectada marcacgéo especificacom o isotipo (dados ndo mostrados).
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Figura 2. Expressdo de IL-17 e citocinas indutoras no pélipo nasal.(A-F)Estudo imunohistoquimico
de amostras criopreservadas de pdlipo nasal marcado para IL-17 (A e B — setas), IL6 (C e D — setas) e
TGF-B (E e F - setas) antes (A, C e E) e ap6s (B, D e F) o tratamento com corticosterdide oral. (G)
Percentual de area marcada para IL-17, TGF-B e IL-6 antes e ap0s o tratamento com corticosterdide oral

(p>0,05 para todas citocinas). Todas as imagens foram obtidas no aumento de 400x.

Tabela 05. Expressdo de citocinas Th17
Pré-Tto - Md (VIQ) P6s-Tto - Md (VIQ)  Valorde p

IL-17 12,8 (9,4-16,1) 8,3 (5-10,9) 0,34
IL-6 6,6 (57-7,1) 4.5 (2,4-6,3) 0,16
TGF-B 5,6 (3,9-5,9) 4,1 (3-5) 0,25

Tto=Tratamento; Md=Mediana; VIQ=Variagdo Interquartil.

Correlacdo entre a expressdo de citocinas, percentual de células inflamatdrias e
fibrose tecidual no polipo nasal.

Houve uma correlacdo positiva entre o percentual de eosinodfilos e a expressao
de IL-17 (Figura 3A) e entre a infiltracdo de fibroblastos e o grau de fibrose tecidual
(figura 3D). Entretanto, ndo houve correlagdo entre a expressdo de IL-17 e TGF-B
(Figura 3B), entre a expressdo de IL-17 e IL-6 (Figura 3C) ou entre a infiltracdo de

fibroblastos e a expressédo de TGF-p (Figura 3E).
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Figura 3. Correlacdo entre a expressdo de citocinas, percentual de células inflamatdrias e fibrose
tecidual de pacientes com polipose nasal. (A-E) Estudo de regressdo linear simples entre eosinéfilos e
IL-17 (A; p<0,05), TGF-p e IL-17 (B), IL-6 e IL-17 (C), fibroblastos e TGF-B (D) e fibroblastos e TGF-
B (E; p<0,01). Os resultados foram expressos em coeficiente de correlagdo (Cc) e foi estabelecida

significancia estatistica para p<0,05.

DISCUSSAO

Demonstramos que ap0s o tratamento com corticosteroide houve tendéncia a
reducdo na expressao de IL-17, IL-6 e TGF-B. A IL-17 é a citocina efetora da resposta
imune Th17, considerada um pontente agente pré-inflamatoério (29). Esses dados nos
sugere que resposta Th17 pode estar contribuindo para a patogénese da polipose nasal e,
que se confirmada, a sua modulacdo pode ser uma estratégia terapéutica para o
tratamento da doenca. Apesar de ter sido estudado um pequeno nimero de pacientes,
acreditamos que o aumento do “n” podera estabelecer significancia estatistica para
nossos achados.

O TGF-B ¢ uma citocina conhecida por seu efeito anti-inflamatério mas, na
presenca de IL-6, contribui para a formacdo do clone Th17 (29). Isoladamente, TGF-3
promove a diferenciacdo em células T regulatoria (Treg), que estdo relacionadas com o
processo de cicatrizacdo e resolucdo da inflamacdo (28). Nesse trabalho, ap6s o

tratamento com corticoide houve tendéncia a reducdo da expressdo de TGF-f sem
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alteracdo ou pouca reducao na expressao de IL-6 no tecido. A quantificacdo de células T
regulatorias antes e apos a terapia pode ser uma forma de avaliar a participacdo dessas
células na polipose nasal e o desvio na diferenciacdo de clones Thl7. Além disso,
nossos resultados demonstram que houve uma maior correlacdo de IL-17 com TGF-$
(Figura 3B), do que IL-6 (Figura 3C), sugerindo que a reducdo dessa citocina pode ser
suficiente para reduzir a expressdo da IL-17 na polipose nasal.

Houve tendéncia de reducdo na freqiiéncia de eosindfilos e linfocitos, além de
aumento de fibroblastos e do percentual de fibrose tecidual. Alem de células Th17,
eosinofilos também podem secretar 1L-17 (32)e o tratamento pode induzir a apoptose
tanto de linfcitos, como de eosindfilos(33). E possivel que a reducio do percentual de
linfocitos e, principalmente, eosinofilos nos polipos desse paciente apds o tratamento
contribua para a menor expressao de IL-17. Reforcando essa hipdtese, nossos dados
mostram que existe correlacdo positiva entre o percentual de eosinofilos e expressao de
IL-17 (figura 3A). Contudo, para confirmar essa hipotese, seria necessario a avaliagdo
da co-localizacdo de eosindfilos e IL-17. A presenca da IL-17 no tecido favorece a
expressao de MMP9 e MMP7, proteinases envolvidas no remodelamento da matriz
extracelular (3, 34). A sua reducdo de expressdo, portanto, promove diretamente o
depdsito de colageno e aumento do percentual de fibroblastos (33, 35). Assim, nos
polipos tratados a aparente reducdo da expressdo de IL-17 pode ter contribuido para a
menor infiltracdo de eosinofilos e o aumento do percentual de fibroblastos e a fibrose
tecidual.

Foi demonstrado que neutrofilos sdo as células predominantes em alguns tipos
de polipos e que, junto com plasmécitos e macrofago, podem ter papel importante na
resposta inflamatoria local(5). Nesse trabalho, apesar de detectarmos a presenca de IL-
17, citocina envolvida no recrutamento de neutrofilos, o percentual dessas células no
infiltrado inflamat6rio foi pequeno. Essas células parecem ter papel secundario na
patogénese dos polipos eosinofilicos e multiplos fatores podem estar regulando o seu
recrutamento nesse tecido.

Os fibroblastos apresentam papel importante na remodelagéo tecidual. E descrito
que TGF-B pode modular a funcdo dessas células, favorecendo o recrutamento de
eosinofilos e o depdsito de fibras colagenas (20). De acordo com nossos resultados,
apesar do aumento do percentual de fibroblastos apos o tratamento, a reducéo de TGF-p
poderia estar relacionada com a reducdo do recrutamento de eosinéfilos. Ao contrario

do que esperamos, a reducdo do TGF- se correlacionou inversamente com o percentual
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de fibroblastos (Figura 3D). Por outro lado, observamos que houve correlacdo positiva,
e estatisticamente significante, entre o percenutal de fibroblastos e o percentual de
fibrose tecidual (Figura 3E), sugerindo que pequenas quantidades de TGF-B podem ser
suficientes para induzir a fibrose tecidual e/ou outros fatores podem estar envolvidos no
estimulo de fibroblastos para deposicédo de fibras colagenas.

Curiosamente, ap0s o tratamento um paciente apresentou aumento da expressao
de IL-17 e citocinas indutoras, além de diferenca no perfil celular e grau de fibrose
tecidual em comparacdo com os demais. Essas variacbes de resposta ao corticoide
podem ser justificadas pela expressdo de tipos distintos do seu receptor em diferentes
tecidos. E descrito que a acdo de corticosterdide é dependente do tipo de receptor (GR)
em que o corticoide atue, sendo o GR-a relacionado a susceptibilidade e 0 GR-B a
resisténcia ao farmaco (3, 33, 36). O aumento da expressao de GR-f tem sido descrito
no tecido de polipose nasal, favorecendo o recrutamento de células inflamatorias (37).
Clinicamente, esse paciente difere da maioria do grupo estudado por apresentar teste
alérgico para inalantes positivo. Apesar de alguns estudos indicarem que esse fator ndo
tenha influéncia sobre o perfil celular e resposta ao tratamento para o paciente (19),
outros apontam que existem perfis de subpopulacdes de linfocitos T diferentes em
pacientes atépicos e ndo atdpicos (38).

Nossos resultados sugerem que o tratamento com corticoster6ide pode promover
reducdo da IL-17 e citocinas indutoras, acompanhada de uma alteracdo do perfil
inflamatdrio do polipo, reduzindo o percentual de eosindfilos e linfécitos e aumentando
fibroblastos. A analise de um ndmero maior de pacientes é fundamental para a

confirmagéo desses achados.
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Abstract

Title: Effect of systemic corticosteroids on synthesis of Th1l7 cytokine in nasal
polyposis.

The nasal polyposis is a chronic inflammatory disorder of unknown ethiology
characterized by infiltration of many different cell types such as eosinophils, T cells and
neutrophils. Although the contribution of Thl and Th2 cells to the pathogenesis this
disease has been widely described, the role of Thl7 cells remains unclear. Our
hypothesis is that Th17 cells are involved in the pathogenesis of nasal polypss. We
obtained lesion samples from six patients before and after treatment with oral
corticosteroids. After analyzing clinical aspects, we quantified the percentage of
inflammatory cells and tissue fibrosis. The expression of IL-17, the main Thl17
cytokine, as well as IL-6 and TGF- B (cytokines involved in Thl7differentiation) were
evaluated by immunohistochemistry. All patients presented nasal obstruction, sneeze,
itch and olfactory dysfunction. Histological analysis demonstrated a tendency toward a
reduction in the number of eosinophils (38% vs 16,9%), and T cells (36,8% vs 29,4%)
after oral corticosteroid treatment. In addition, the percentage of fibroblasts and tissue
fibrosis tended to decrease after treatment (10% vs 33% and 24,2% vs 55,4%,
respectively). Furthemore, after corticosteroids treatment the expression of IL-17, TGF-
B and IL-6 tended to decrease (12,8 to 8,3; 5,6 to 4,1; and , 6,6 to 4,5, respectively).
Together these results suggest that the Thl7 response may be involved in the
pathogenesis of nasal polyposis.

Key words: Nasal Polyps, Th17 response, corticosteroid
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ANEXO I.

Termos de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, (nome do paciente) , fui informado
de que este estudo é uma pesquisa e que seu objetivo é estudar a resposta imune na
polipose nasal. A participacdo neste estudo é voluntaria e ndo haverda qualquer
prejuizo no meu acompanhamento ou tratamento caso ndo queira participar. Esta
prevista a utilizacdo de fragmentos de tecido nasal obtidos pela cirurgia realizada
para o tratamento da polipose nasal. Ndo haver4d modificacdo no planejamento e
execucdo do ato operatorio. O material obtido sera entdo submetido a congelamento
e posteriormente serdo realizados estudos de imunohistoquimica. Os resultados
serdo considerados confidenciais, serdo divulgados na forma de comunicacdo
cientifica, ndo permitindo a identificacdo individual dos pacientes. A doutora
Viviane Boaventura discutiu comigo esta informacéo e colocou-se a disposi¢cdo para
outras perguntas através do telefone — (x71) 3176-2286 ou no endereco — FIOCRUZ
— Centro de Pesquisas Gongalo Muniz- Rua Waldemar Falcdo, 121, Brotas. Caixa
Postal 701- CEP —40295-001. Salvador-Bahia.

Minha participacdo neste estudo é voluntaria e sou livre para recusar participar ou
me retirar em qualquer época ap6s seu inicio sem afetar ou prejudicar o cuidado
médico que devo receber.

Recebi uma cépia do formulario

Pelo presente consinto voluntariamente em participar deste estudo, permitindo a
utilizacdo do material obtido na minha cirurgia.

Ass. e RG do Paciente

Ass. e RG do Médico
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ANEXO II.

QUESTIONARIO CLINICO-EPIDEMIOLOGICO

NUmero do Pdlipo:

Nome: Idade:
Endereco:

Telefone:

N° Prontuario: Numero do
Pélipo:

Dados Clinicos:
Medicamento no pré-operatorio Sim () Nédo ( )
Caso sim, qual droga? Corticoide oral

()
Corticoide nasal ( )
Antibiotico oral ()

Localizacdo / Tipo da Polipose: OMC ( ) CM( ) Seio etmoidal
()
Seio maxilar ( ) Seio frontal ( ) Seio esfenoidal ( ) Pdlipo de Killian ( )

Niveis de Obstrucéo segundo a Tomografia Computadorizada:

N&o Obstruido Parcialmente Obstrui¢ Totalmente Obstruidg

Seio Maxilar

Seio Frontal

Seio Esfenoidal

Cél. Etmoidais Ant.

Cél. Etmoidais Post.

Complexo Ostio/Meatal

Queixa clinica:

Obstrucdo ( ) Hiposmia ()
Cacosmia ( ) Dor / Sensacgéo de peso ( )
Esternutos ( ) Tosse ()

Anosmia () Coriza( )

Prurido ()

Tabagismo: Sim () Nao ()
Caso sim, quanto tempo ?

Histdria de Asma / Broncoespasmo ? Sim ()
Alergiaa AAS ? Sim ()

Z Z
an
o
—~
~
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Anexo 111.
Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

8 “Q HOSPITAL SANTA IZABEL

E SANTA CASA DE MISERICORDIA DA BAHIA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
PROF. DR. CELSO FIGUEIROA
HOSPITAL SANTA IZABEL

Salvador, 29 de julho de 2008.

1. IDENTIFICACAO DO PROJETO

TITULO DA PESQUISA: “Avalia¢do do perfil de citocinas na polipose nasal”
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dra. Viviane Sampaio Boaventura de Oliveira
INSTITUICAO: Hospital Santa Izabel

CARGO: Médica

2. PARECER DO RELATOR

ASPECTOS TECNICOS
HIPOTESE: As células THI17 estdo envolvidas na polipose nasal

O OBJETIVOS:
Jbjetivo Geral
- Caracterizar células Thl7 na polipose nasal
Objetivos especificos
1- Verificar a presenga de citocinas TGF-, IL-1f, IL-6, IL-23 no polipo nasal comparando
com o tecido nasal normal, através de imuno-histoquimica.
2- Correlacionar dados clinicos dos pacientes com polipose com quantidade de citocina
expressa no tecido.

METODO:

Trata-se de um estudo descritivo do perfil de citocinas nos polipos nasais de pacientes polipose
nasal, submetidos a tratamento cirirgico. Um fragmento do pdlipo serd encaminhado para a
realizagdo da imuno-histoquimica no laboratério da Fundag¢do Osvaldo Cruz e outro para o
luboratério de anatomia patolégica. Para controle negativo serdo utilizados fragmentos de
pacientes submetidos a tratamento cirirgico de hipertrofia do corneto inferior.

POTENCIAIS RISCOS

O presente estudo ndo apresenta riscos adicionais aos pacientes visto que o material patolégico,
habitualmente é encaminhado para andlise.

P¢a Almeida Couto,500 CEP 40050-410 Salvador-BA Tel: (71)326-844% Fax: (71)326-839%
C6C.15.153.745/0002-49
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B - HOSPITAL SANTA IZABEL
SANTA CASA DE MISERICORDIA DA BAHIA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
PROF. DR. CELSO FIGUEIROA
HOSPITAL SANTA IZABEL

PROVAVEIS RENEFICIOS

Poderd ser encontrada wina correlagdo imnnoldgicn gue afwdard o wma melhor compreensdd
da doenga. A eviologia desta doerga ainda réo estd eselarecida porianta busoa-se wii possivel
correlasdo com os linfocitos Thi7 ¢ mediadores inflamatdrios praduzidos por efe.

ASPECTOS ETICOS

() presente estide estd de aeorde com o resolupdo (PGE6 do Congelho Nactonal de Satde, o
Termo de consentimento fvre ¢ esclarecido encanira-se satisfatdrio e eselarecedor

PARECER FIvAL

) prexenie estudo néo alferard a8 rofinag dos pacienies e ndo Dnuplicard em prefiizos Qo8 mesm.
Existe obediéncia dy legislopies vigentes e trard informagfes sileis para o ewefareciment
etioldgico da doenpe. Portanto enite parecer faverdvel & aprevigdy deste profela, apds Correpdn
clid CrORGETaRIL

L PARECER DO CEP

) Comité de Flica em Pesquisa do Hospital Santa Leabel, acatando o parecer do relator designade para
o referide protocalo, em uso de suas aribuipies. aprova o supracitado, estando o mesmo de acordo
com as Resolugdes 196/96 ¢ 251/97.

PROJETO APROVADO

Cordialmente,

mmwau g foullpne

Prof, Dr. Mittermayer Barreto Santiago
Coordenader do Comité de Etica em Pesquisa Prof, Dr. Celso Figueira
[Hespital Santa Izabel

ca Almeida Coufo, I -41 Tvodor-BA Tel: L7 118 e0 ~Baarf Fax: (71 deh-aqat
CEC. 15153, 745/0002-49
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