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RESUMO

A etiopatogénese da polipose nasal ainda nao foi esclarecida. Os
eosinodfilos constituem as principais células do infiltrado inflamatério e estido
relacionados com a perpetuacao do processo inflamatoério na rinossinusite cronica
com polipos nasais. Atualmente, o tratamento dos pélipos nasais enfoca a
resolucédo do processo inflamatdrio a partir da inducédo de apoptose. A mitomicina
C (MMC) é um agente quimioterapico e tem sido usada na Otorrinolaringologia
para evitar a formagdo de sinéquias e estenose apoOs cirurgias endonasais. O
objetivo deste estudo foi avaliar a agdo da MMC no indice apoptético (IA) de
polipos nasais de pacientes portadores de polipose nasal eosinofilica. Este € um
estudo experimental com amostra de bidpsia de 15 pacientes com polipose nasal
eosinofilica com infiltrado inflamatdrio igual ou superior a 40%. Cada fragmento foi
dividido em dois grupos. No grupo experimental aplicou-se MMC por cinco
minutos, na dosagem de 400 pg/mL. Apds a aplicagdo da droga, as culturas foram
lavadas com meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI). O grupo-controle foi
submetido ao mesmo processo, mas utilizando-se somente meio de cultura RPMI.
Os fragmentos contidos nos dois primeiros compartimentos, controle e
experimento, foram imediatamente submetidos ao preparo para histopatologia. O
outro par de amostra, contendo controle e experimento, foi incubado em meio
RPMI por 12 horas em estufa a 37°C e 5% de diéxido de carbono (CO5). Ao final
de 12 horas, os fragmentos foram retirado para exame histopatolégico. O indice
apoptotico foi determinado pela morfometria na coloragdo hematoxilina-eosina
(HE) e pela reagao de terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling (TUNEL). A comparagdo dos dois grupos, controle e experimento,
demonstrou diferenga estatisticamente significativa (p< 0,001) no indice
apoptotico das culturas incubadas por 12 horas. Houve correlacdo entre o IA
avaliado pela morfometria e o |IA avaliado pela reagcdao de TUNEL. Concluiu-se
que a MMC atua sobre os podlipos nasais eosinofilicos aumentando o indice
apoptotico em eosindfilos in vitro.

Palavras-chave: Pdlipos nasais. Eosindfilos. Apoptose. Mitomicina C.



ABSTRACT

The etiopathogenesis of nasal polyps still is to be clarified. Eosinophils are
possibly the most important inflammatory cells in the pathogenesis of
rhinossinusitis with nasal polyposis. The treatment of nasal polyps involves an
important role for apoptosis in the removal of inflammatory cells and resolution of
inflammatory processes. Mitomycin C(MMC) is a chemotherapeutic agent and has
been used in otorhinolaryngology to reduce stenosis and scar formation after
surgery. The aim of this study was to evaluate the MMC action in apoptotic index
(Al) in nasal polyps from eosinophilic nasal poliposis patients. This is a
comparative and auto-matched experimental study with 15 in vitro fragment
biopsies cultures from nasal polyps with eosinophilic infiltration percentage equal
or superior to 40%. Each fragment was divided in two groups. The polyps
fragments from the two groups were cultured at 37° C in 5% CO, was stored for
study at zero and twelve hours. The culture from the group test was treated with
400 pg/ml MMC concentration for 5 minutes. The Al was determined by
histopathology by staining each cultured specimen with hematoxylin and
eosin(HE) and by analysis of apoptotic DNA fragmentation (nick end labeling
technic).Comparing the two groups, with and without MMC treatment, there was a
statistic significance difference (p<0,001) at 12 hours in Al after MMC treatment.
MMC was able to induce apoptosis in eosinophilic nasal polyps. There was no
difference between the Al result in histopathology and by analysis of DNA
fragmentation.This study showed that mitomycin C acts in nasal polyps by
inducing eosinophils apoptosis.

Key-words: Nasal polyps. Eosinophils. Apoptosis. Mitomycin.
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1 INTRODUCAO

Polipose nasossinusal eosinofilica (PNSE) é afecgdo inflamatoria
crbnica proliferativa que acomete a mucosa nasal e os seios paranasais.
Causa diferentes graus de obstrugdo da via aérea superior, com significativo
impacto na qualidade de vida dos pacientes’*.

O mecanismo de desenvolvimento da PNSE nao foi completamente
esclarecido. Sabe-se que a resposta inflamatéria esta envolvida na sua
formacgao. Supde-se que os polipos nasais sejam o estagio final de um
complexo processo inflamatério, resultado de uma multiplicidade de etiologias.

Atualmente, os corticosteroides constituem a principal terapéutica
clinica na PNSE, em decorréncia de sua ag¢do na diminuicdo do curso
inflamatorio. Todavia, as recidivas dos podlipos nasais ainda sao frequentes.
A busca por outras opgdes terapéuticas levou ao estudo de medicacdes que
possam atuar no controle do processo inflamatéorio. Sabe-se que os
eosinofilos desempenham importante papel na manutencido dessa evolucao. A
mitomicina C é droga antineoplasica e antibiética extraida do Streptomyces
caespitosus e tem sido usada como agente antiproliferativo®. Em
Otorrinolaringologia, os trabalhos em humanos tém se concentrado
principalmente na agdo da mitomicina C na reducéo de sinéquias em cirurgias
nasais endoscopicas® e laringeas™ Os trabalhos em animais e humanos
corroboram a seguranga do uso topico da mitomicina C®.

O objetivo deste estudo é avaliar o efeito da mitomicina C no indice
apoptotico dos eosindfilos em cultura de pélipos nasais eosinofilicos, por meio
da morfometria e pela reacdo de terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labeling (TUNEL).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a acdo da mitomicina C in vitro nos eosindfilos dos pdlipos

nasais eosinofilicos.

2.2 Objetivos especificos

* (Quantificar a ocorréncia de apoptose em eosindfilos no infiltrado
inflamatorio de polipos nasais eosinofilicos tratados in vitro com mitomicina
C.

* Confirmar os resultados do indice apoptético obtido pela morfometria com

os resultados obtidos pela reagao de TUNEL.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aspectos clinicos

A polipose nasossinusal eosinofilica (PNSE) é afecgado inflamatéria
cronica proliferativa da mucosa nasal e dos seios paranasais. Os poélipos
nasais acometem principalmente a regido do meato médio e causam
diferentes graus de obstrugdo nasal'?. A incidéncia da PNSE é semelhante
em pacientes atopicos e na populagcdo em geral2'7. A polipose nasal é
considerada um subgrupo da rinossinusite crénica, uma vez que é impossivel
diferenciar claramente as duas entidades®.

Geralmente, a polipose nasal é bilateral, tem mais incidéncia na quarta
década de vida e acomete 2,7% da populagao, com predominio de 2,2/1 no
sexo masculino. Em cadaveres essa incidéncia varia de 26 a 42%,
dependendo do método utilizado para investigagao, rinoscopia anterior ou
endoscopia nasal, respectivamente. A PNSE associa-se a: asma, rinite
eosinofilica ndo-alérgica, intolerancia a aspirina, sinusite fungica eosinofilica e
sindrome de Churg-Strauss. Sua frequéncia aumenta com a concomitante
presenca de asma bronquica®. Pacientes portadores de polipose nasossinusal
eosinofilica e intolerancia a aspirina tendem a apresentar acometimento paranasal

de acentuada gravidade e mais chance de recidiva apds tratamento cirtrgico'®.

3.2 Histopatologia de poélipos nasais

Os pdlipos nasais sao constituidos por epitélio e estroma. Descreveram-se
varios tipos de epitélio com predominio do epitélio colunar pseudoestratificado
ciliado com células caliciformes. Outros epitélios descritos sdo do tipo transicional
e escamoso estratificado ndo-queratinizado’.

As principais alteragdes morfolégicas descritas em pdlipos nasais sao:
espessamento da membrana basal com extensdo para a submucosa,

irregularidade de distribuicdo glandular, metaplasia escamosa da superficie do
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epitélio e edema. As glandulas sdo esparsas e ndo apresentam inervagao. O
edema é proveniente do extravasamento de plasma através do endotélio dos
capilares. O tecido polipoide é essencialmente livre de terminacdes nervosas. O
componente celular é composto de neutrdfilos, eosindfilos, mastdcitos,
plasmdcitos e linfocitos'.

A PNSE caracteriza-se histologicamente pela infiltragdo de granuldcitos
eosinofilos e é responsavel por 86% dos casos de polipose nasal’®'".
Segundo Ingels, a caracterizagdo da eosinofilia requer a presenga de no minimo
quatro eosindfilos em quatro campos avaliados por microscopia 6tica (aumento de
400 vezes, coloragdo hematoxilina-eosina)'?.

Os eosindfilos humanos apresentam didmetro de 8 ym, com nucleo
bilobulado e granulos citoplasmaticos com intensa coloragao pela eosina. Estao
presentes no sangue e caracteristicamente nos tecidos com interface com o meio
ambiente. Constituem 1 a 3% do total de células sanguineas, cerca de 350 a 400
cels/mm3. Os eosindfilos podem expressar receptores para varias moléculas,
incluindo imunoglobulinas (IgG, IgE, IgA), complemento (C1q, C3b/C4b, iC3b,
Cb5a), quimiocinas (eotaxina, eotaxina-2, regulated upon activation, normal T cell
expressed and secreted - RANTES, proteina quimiotrépica de mondcitos - MCP-3,
MCP-4), citocinas (interleucinas - IL-3, IL-5 e fator estimulante de col6nia de
granuldcito macrofago - GM-CSF), mediadores lipidicos (fator de ativagéo
plaquetario — PAF e leucotrieno B4 - LTB,4) e esteroides. A interagdo dessas
células é mediada por esses receptores. Os eosindfilos podem secretar grande
quantidade de substancias capazes de provocar intenso dano celular e tecidual.
Entre essas substancias tém-se proteinas catibnicas, citocinas, quimiocinas,
mediadores lipidicos e radicais livres derivados do oxigénio™*.

Alguns trabalhos foram conduzidos com o objetivo de correlacionar
alteragdes histopatoldgicas com indicadores de qualidade de vida e gravidade da
rinossinusite crénica avaliada por critérios tomograficos. Em um deles, a presenga
de eosinofilia tecidual (cinco eosindfilos por campo) foi o unico achado
histopatolégico que se correlacionou com piores indices na avaliagado
endoscopica e tomografica de pacientes com rinossinusite cronica. Entretanto, ao
analisar o subgrupo de pacientes com PNSE, ndo houve correlagédo entre
eosinofilia tecidual e os parametros analisados'. Em outro, conduzido pelos

mesmos autores, a eosinofilia tecidual no pré-operatério de pacientes com
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rinossinusite cronica correlacionou-se com pior evolugdo no poés-operatorio em
relagdo a melhora dos sintomas quando comparado com pacientes sem infiltracao
eosinofilica. O grau de infiltragdo eosinofilica que apresentou a melhor correlagéo
com o prognostico no poés-operatério foi de 10 eosindfilos por campo (aumento
400 vezes). A analise do subgrupo de pacientes com PNSE também n&o
apresentou correlacdo entre eosinofilia e melhora ou piora dos indicadores de

qualidade de vida no pos operatorio’®.

3.3 Apoptose e polipos nasais eosinofilicos

O termo apoptose refere-se ao processo de morte celular dependente de
acido ribonucleico (RNA) e sintese proteica. Apoptose tem papel fundamental no
desenvolvimento normal dos mamiferos e, especialmente, no desenvolvimento do
sistema nervoso central e imune. Deficiéncias genéticas de genes apoptdticos
podem resultar em anormalidades significativas. A apoptose envolve a ativagao
sequencial de caspases, da familia das Cys proteases, e é regulada pela familia
de genes BCL-2 (B-cell lymphoma protein-2), composta de genes pro-apoptoticos
e antiapoptéticos. O desenvolvimento evolutivo da apoptose € caracterizado por
redundancia, especializacdo funcional e mecanismos compensatorios de
regulagdo a partir da duplicidade de genes. Estudos in vitro e in vivo tém sido
conduzidos com o objetivo de desvendar os inumeros eventos envolvidos na
cascata da apoptose®.

A célula em apoptose pode ser caracterizada morfologicamente pela
fragmentacdo nuclear, formacdo de proje¢des digitiformes na membrana
plasmatica e formacdo de corpos apoptéticos. Ocorrida a apoptose, os corpos
apoptéticos sao fagocitados por macrofagos, o que evita a liberagdo de
constituintes internos da célula e a ativacdo de mediadores da inflamacao -
diferentemente do processo da necrose, em que ocorre permeabilizacdo precoce
da membrana plasmatica. A microscopia éptica, as células em apoptose
apresentam-se retraidas, tipicamente circundadas por um halo claro e possuem
citoplasma acidéfilo’""8.

A evidenciagdo da fragmentacdo do &cido desoxirribonucleico (DNA)

genbmico ocorre precocemente na apoptose e pode ser avaliada por meio da
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reacdo de TUNEL'. Uma das etapas dessa reacdo histoquimica consiste na
incorporagao de nucleotideos nas terminagdes 3-OH resultantes da fragmentagao
do DNA pela acado da endonuclease. Utiliza-se um anticorpo antidigoxigenina
conjugado com peroxidase. Os nucleos das células em apoptose assumem
coloracao acastanhada escura, resultante da reagao da peroxidase com o seu
substrato, a diaminobenzidina. A fragmentagcdo do DNA ocorre precocemente no
evolver da apoptose. Com o objetivo de melhorar a especificidade desse método,
os critérios do TUNEL séo associados aos critérios morfolégicos'’.

A apoptose € de vital importancia na regulagdo do sistema imune e na
resposta inflamatdria. Na auséncia de um processo inflamatério, a remoc¢ao dos
granulécitos ocorre por apoptose apds um ou dois dias. A sobrevida dos
granulécitos pode ser prolongada a partir do estimulo de citocinas. Apoptose de
eosindfilos pode ser postergada pela agdo de interleucina-3 (IL-3), interlucina-5
(IL-5) e fator estimulante de colénia de granuldcito macréfago (GM-CSF).

A remocao dos eosindfilos se da por meio de apoptose, com subsequente
fagocitose pelos macréfagos; o que pode ser postergado pela agao de IL-5"8,

Apesar do mecanismo de desenvolvimento da PNSE né&o ser
completamente esclarecido, sabe-se que a resposta inflamatéria esta
envolvida na sua formagao. Os eosindfilos e as células estruturais dos pdlipos
secretam citocinas que mantém o processo continuo de inflamacdo e o
recrutamento de novos eosindfilos. Citocinas como IL5 e GM-CSF aumentam
a sobrevida dos eosinéfilos e prolongam sua presenca no tecido polipoide,
diminuindo o indice de apoptose dessas células®'.

A utilizacdo de anticorpo antilL-5 em pdélipos nasais eosinofilicos in
vitro demonstrou o papel desta citocina na manutencdo do processo
inflamatorio. O bloqueio de IL-5 induziu o aumento do indice apoptético e a
diminuicdo da eosinofilia tecidual em pélipos nasais eosinofilicos?.

A remocao dos eosindfilos nos polipos nasais ocorre por apoptose e
consequente fagocitose por macréfagos. Os eosindfilos teciduais sinalizam a
evolugado da apoptose, atraindo macrofagos pela eversao para a superficie da
célula da proteina fosfatidilserina®>. Nesse estudo, a apoptose foi avaliada
pela reacdo de TUNEL. Os pacientes incluidos no trabalho haviam recebido
tratamento prévio com corticosteroides, o que justificaria, ao menos em parte,

o elevado niimero de eosindfilos em apoptose encontrados no resultado®.
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Estudo comparou o numero de eosinofilos em apoptose, por meio da
reacdo de TUNEL, entre pacientes com poélipos nasais e intolerancia a
aspirina e pacientes com polipose nasal sem intolerdncia a aspirina. Os
autores encontraram numero significativamente inferior de eosindfilos em
apoptose nos pacientes com polipose nasal e intolerdncia a aspirina.
Concluiram que o baixo indice de apoptose faria parte do mecanismo
fisiopatolégico da doenca®*.

Buscando comparar apoptose e a expressao de proteinas reguladoras
do ciclo celular entre pdlipos nasais e mucosa nasal normal, foi utilizado
método imunoistoquimico e a reacdo de TUNEL?®. Observou-se maior
expressao de Ki-67, marcador de proliferacao celular, em podlipos nasais
quando comparada ao controle. Também foi apurada maior expressao de
p53, proteina reguladora do ciclo celular relacionada a indugdo de apoptose.
Entretanto, apesar de a maior expressédo dessa proteina ter sido registrada
nos polipos nasais, ndo houve aumento correspondente da transcrigao de
p21. O aumento da expressao de p53 pode estar relacionado a uma mutacao
que nao estimula a transcricdo de p21. A expressao de Bcl-2 nos pdélipos
nasais também foi maior quando comparada ao controle. O estudo sugere
que as caracteristicas hiperplasicas dos pélipos nasais estdo relacionadas a
essas alteracdes moleculares®.

A expressao de survivina foi comparada entre tecido polipoide e
mucosa nasal normal adjacente do mesmo paciente. A survivina é uma
proteina inibidora da apoptose e estudada principalmente nas neoplasias
malignas. Constatou-se diferenga significativa na expressdo de survivina,
tanto da proteina como do &cido ribonucleico mensageiro (RNAm). A
conclusao foi de que a expressado de survivina pode estar relacionada ao
desenvolvimento dos poélipos nasais e poderia, também, alterar os
mecanismos apoptdticos da célula®®.

Para avaliar a expressao de p53, Bcl-2 e Ki-67 em pélipos nasais e sua
correlagao com alteragbes morfoldgicas e alteragdes nucleares, subdividiu-se
0 grupo de estudo em hiperplasia simples ou pronunciada e metaplasia
escamosa®’. A expressdo de Ki-67 e p53 foi referida nos casos de hipeplasia
simples e pronunciada e negativa nos controles e nos casos de metaplasia

escamosa. A expressao de Bcl-2 foi detectada nos casos de hiperplasia
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simples (30%), hiperplasia pronunciada (40%) e em todos os episddios de
metaplasia escamosa (100%). A distribuicdo espacial do DNA alterada foi
verificada em trés casos que eram positivos para Ki-67 e p53 e negativos
para Bcl-2. Os autores sugerem o possivel papel de p53 na patogénese da
polipose nasal. A detecgao de p53 geralmente refere-se a mutacdo do gene
que se relaciona com a atividade de proliferacao celular. O resultado da
expressao de Bcl-2 propde o papel desta proteina no desenvolvimento de
metaplasia em pélipos nasais. A desorganizagdo do DNA foi relacionada ao
aumento da proliferacdo celular e a redugcdo da apoptose nos casos de
hiperplasia pronunciada®’.

Com o objetivo de entender a fisiopatologia dos pdlipos nasais, avaliou-
se a expressao e distribuicdo das proteinas inibidoras da apoptose (IAP) e da
caspase-3 em pdlipos nasais e na mucosa nasal normal?®. O mecanismo de
apoptose € desencadeado pelas caspases. As |IAPs (clAP1, clAP2, XIAP)
suprimem a ativagcado das caspases. Da familia das caspases, a caspase-3
participa do estagio final da apoptose, especificamente na protedlise das
proteinas citoplasmaticas. Nesse estudo, a expressdo de clAP2, XIAP e
caspase-3 foi semelhante entre o grupo-controle e o de estudo. A expressao
de clAP1 foi encontrada apenas no tecido normal, sugerindo a auséncia desta
proteina como um possivel fator na fisiopatologia dos pélipos nasais. As
varias facetas das funcdes das IAPs podem estar relacionadas a fatores
celulares especificos. A diminuicdo de clAP1 também foi demonstrada no
carcinoma cervical e no cancer de colon?®.

A andlise da agdo do fator de crescimento endotelial (VEGF) na
proliferacdo celular e na inducao de apoptose na polipose nasal demonstrou
que os niveis de VEGF encontrados no lavado nasal estdo correlacionados
com o fendtipo, estando presentes apenas nos caso de sinusite crénica com
polipos nasais. O VEGF, além de induzir a proliferacao celular, inibe a
apoptose das células epiteliais. O bloqueio do receptor de VEGF, NP1, levou
a reversao desse processo?’.

As metalotioneinas sao proteinas relacionadas a modulagédo da
apoptose e a manutencao dos niveis intracelulares de Zinco, importante na
regulagcdo da atividade da caspase-3. Sua expressdo em polipos nasais foi

comparada em relagdo ao tipo de infiltrado inflamatério, eosinofilico ou
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linfocitico, apresentando-se significativamente maior no grupo composto de
polipos nasais eosinofilicos. Além disso, demonstrou-se ser fator de protecao
antiapoptose nos pélipos nasais eosinofilicos®.

A apoptose pode ser modulada por diversos estimulos externos. A
acao dos glicocorticoides no controle da polipose nasal é bastante conhecida.
Verificou-se aumento da sobrevida média de eosinéfilos de pdlipos nasais in
vitro quando comparado com mucosa normal. O tempo de sobrevida dos
eosindfilos foi reduzido apés bloqueio de GM-CSF por anticorpos. O mesmo
efeito foi percebido apds uso da dexamentasona. O GM-CSF seria produzido
em maiores quantidades em podlipos eosinofilicos e seria responsavel pelo
aumento da sobrevida dos eosindfilos®'. O indice apoptdético aumentou em
cultura de pdlipos nasais submetidos ao tratamento com dexametasona®?. Um
dos mecanismos de agao dos glicocorticoides seria a indugao de apoptose
nos fibroblastos dos pélipos nasais®®. Em outro estudo, a administragdo de
esteroides topicos in vivo aumentou o indice de apoptose de eosindfilos e
linfécitos T em pdlipos nasais®.

Com o objetivo de conhecer se 0 aumento da expressédo do gene Bax
em fibroblastos de pélipos nasais influenciaria a sensibilidade destas células
ao tratamento com esteroides in vitro, elevou-se a expressao do gene por
meio da terapia génica. O gene Bax constitui uma das proteinas pro-
apoptéticas que se contrapdem a acdo de Bcl-2, proteina intracelular
antiapoptética. Nesse estudo, a terapia génica aumentou o indice de
apoptose induzido pelo tratamento com glicocorticoides. A pesquisa sugere
que a terapia génica podera ser empregada no tratamento da polipose

nasal®®.

3.4 Mitomicina C

A mitomicina C € uma droga antineoplasica e antibidtica extraida do
Streptomyces caespitosus e que tem sido usada como agente antiproliferativo.
Seu mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo seletiva da sintese de DNA*.

A mitomicina C é utilizada usualmente como agente quimioterapico em

tumores sodlidos. Sua acdo em cultura de fibroblastos foi demonstrada em
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estudo in vitro, que evidenciou que a aplicagdo de mitomicina C a 0,4 mg/mL
por cinco minutos é capaz de inibir a proliferacdo de fibroblastos por 35 dias®’.
Nesse mesmo trabalho foi ressaltado que a acdo antiproliferativa da
mitomicina C se restringe a area de aplicagdo da mesma. Posteriormente,
detectou-se a agdo da mitomicina C na inducdo de apoptose em fibroblastos
humanos, concluindo-se que seu efeito seria decorrente de sua acao
antiproliferativa e de inducdo de apoptose™®.

Em Otorrinolaringologia, a aplicacdo topica da mitomicina C foi
estudada para manutencdo da paténcia de antrostomias maxilares em
coelhos. Houve diferencga significativa entre controle e experimento em relagao
ao tempo em que as antrostomias mantiveram-se pérvias. A concentragido de
mitomicina C utilizada com resultado significativo foi de 1 mg/mL. N&o se
destacou alteracdo permanente do movimento ciliar a microscopia
eletrénica®®. A mitomicina C também foi empregada para tratamento adjuvante
de estenoses traqueais em modelos animais®®, no tratamento de estenoses
laringotraqueais*’ e na manutencdo da paténcia de miringotomias*’. Nesses
estudos, a aplicagdo tépica da mitomicina C nao foi associada a toxicidade
sistémica.

Estudo retrospectivo investigou as complicacdes decorrentes do uso
tépico da mitomicina C na via aérea superior para tratamento adjuvante de
estenoses laringotraqueais. Obtiveram-se como resultado 4,7% de obstrugao
respiratéria alta no pds-operatério, com necessidade de reintervencao
cirurgica de emergéncia. Essa complicacdo foi atribuida a formacédo de
excesso de debris de fibrina no sitio cirargico. Sugeriu-se que o excesso de
fibrina seria secundario a diminuicdo da atividade enzimatica mediada por
fibroblastos. A dose de mitomicina C variou de 0,4 a 10 mg/mL e nao foi
constatada diferenga significativa entre a dose utilizada e a incidéncia de
complicagao®.

Estudo de metanalise sobre a aplicacdo tépica da mitomicina C na via
aerea superior baseou-se em publicacbes de 1998 a 2006. No total foram
incluidas 12 pesquisas em animais e oito em humanos. Apesar da
heterogenicidade dos estudos clinicos, individualmente eles sugerem a melhor
evolugdo no pés-operatdério com o uso da mitomicina C. Recomenda-se a

realizacao de mais estudos clinicos randomizados da aplicacdao tépica da
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mitomicina C na via aérea superior. Nao se relataram reagbes adversas com o
uso tépico da mitomicina C°.

Na redugdo de sinéquia na regiao do meato médio em pds-operatorio de
cirurgias nasais endoscopicas a mitomicina C foi utilizada por aplicagao toépica
na concentracdo de 0,5 mg/mL por cinco minutos®. Foram feitas duas
aplicagdes: ao final do procedimento cirurgico e 30 dias apés o0 mesmo. Foram
avaliados 30 pacientes autopareados e ndo foram descritas reacdes adversas
em decorréncia do uso tépico da mitomicina C. Concluiu-se que a mitomicina
C é segura e efetiva na prevencédo de aderéncias cirurgicas e estenoses de
antrostomias quando aplicada no transoperatério e no péds-operatério de
cirurgias nasais endoscépicas®.

Na manutencao da paténcia de antrostomias apds meatotomia inferior
para tratamento de mucocele maxilar poés-operatéria, a mitomicina C foi
utilizada na concentragado de 0,4 mg/mL por cinco minutos. Apds trés meses
de acompanhamento, obteve-se efeito favoravel dessa droga na paténcia das
antrostomias na comparagdo com o grupo-controle. Nao foi constatado
qualquer evento adverso nesse estudo®.

A mitomicina C foi avaliada na PNSE em trabalhos anteriores. Sua acao
in vitro foi investigada na sintese de GM-CSF e IL-5 de pdlipos nasais

4344 Foi estudada a

eosinofilicos e na inducao de apoptose de eosindfilos
indugdo de apoptose em nove pacientes por critérios morfologicos,
concluindo-se a acdo da mitomicina na apoptose de eosindfilos**. A acdo
dessa droga foi demonstrada in vivo na diminui¢gdo dos niveis de IL-5 e GM-
CSF, citocinas importantes no mecanismo de manutengdo da eosinofila na

PNSE®.
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4 METODOS

Este estudo é parte integrante de uma linha de pesquisa que visa a tragar o
perfil imunocito-histolégico da polipose nasossinusal eosinofilica. Foi submetido a
avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), com aprovagao n° ETIC 484/08 (ANEXO A). O material estudado
foi coletado, processado e armazenado em estudo prévio aprovado pelo mesmo
Comité (parecer n° 109/02). Os pacientes foram esclarecidos a respeito dos
objetivos do estudo e foi-lhes solicitada a assinatura no termo de consentimento
pbs-informado (APENDICE A).

4.1 Selegao da amostra

A amostra foi constituida por 15 pacientes portadores de polipose
nasossinusal eosinofilica, na faixa etaria entre 16 e 60 anos, encaminhados pelo
Sistema Unico de Saude para realizagdo de tratamento cirtrgico. Eles foram
triados no ambulatério de Rinologia no Hospital Sdo Geraldo, anexo do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG). No
procedimento de triagem, foram submetidos aos exames otorrinolaringolégico e
de fibronasolaringoscopia. Utilizou-se fibroscopio MACHIDA ENT IlIP, com
didmetro de 3,2 mm.

Na selec¢ao dos pacientes, foram adotados os seguintes critérios:

» Critérios de inclusdo: pacientes portadores de polipose nasossinusal
eosinofilica com porcentagem de eosindfilos igual ou superior a 40%124°.

» Critérios de exclusao: pacientes portadores de poliposes nao-eosinofilicas
como fibrose cistica, sindrome de Kartagener, polipo antrocoanal, polipose
nasossinusal eosinofilica em vigéncia de infecgdo e os pacientes que
fizeram uso de corticosteroides ou anti-histaminicos nos 60 dias que

antecederam o estudo.
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4.2 Delineamento geral do estudo

Trata-se de estudo comparativo experimental autopareado com 15
amostras de polipos nasais eosinofilicos. O grupo de estudo foi composto de
culturas de fragmentos dos podlipos nasais com aplicagdo de mitomicina C in vitro.
Para o grupo-controle seguiu-se 0 mesmo padréo do grupo de estudo, mas sem
aplicagao de mitomicina C.

A pesquisa iniciou-se pela avaliagdo otorrinolaringologica e bidpsia dos
pacientes para a confirmacado diagnodstica de polipose nasal eosinofilica.
Confirmado o diagnostico, os pacientes foram esclarecidos e solicitados a assinar
o termo de consentimento pds-informado.

Apos avaliagédo dos critérios de inclusdo, realizou-se nova bidpsia com
retirada de fragmentos dos pdlipos nasais que foram encaminhados a cultura. Os
fragmentos foram seccionados em quatro porgdes, utilizando-se placa de Petri e
bisturi 1damina n° 15. Em seguida, esses fragmentos foram semeados numa placa
de quatro orificios, cada qual contendo 250 pL de meio de cultura Roswell Park
Memorial Institute (RPMI). Desses quatro compartimentos, dois formaram o
grupo-controle e dois o grupo experimental. No grupo experimental aplicou-se
mitomicina C por cinco minutos, na dosagem de 400 pg/mL%". Apés a aplicacédo
da droga, as culturas foram lavadas com meio RPMI. O grupo-controle sofreu as
mesmas manipulag¢des, mas utilizando-se somente meio RPMI. Os fragmentos
contidos nos dois primeiros compartimentos, controle e experimento, foram
imediatamente submetidos ao preparo para histopatologia, sendo denominados
controle zero hora e experimento zero hora. O outro par de amostra contendo
controle e experimento foi incubado por 12 horas em estufa a 37°C e 0,5% de
CO.. Ao final de 12 horas, os fragmentos foram retirados da cultura e preparados
para exame histopatolégico, sendo denominados, respectivamente, de controle 12
horas e experimento 12 horas®*’.

A amostra do experimento de 15 pacientes foi submetida a coloracao de
hematoxilina-eosina para avaliacdo do indice apoptdtico pela morfometria.

Uma subamostra do experimento de seis pacientes foi submetida a técnica
de terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) para

confirmacéao dos resultados da morfometria.
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4.3 Coleta do material

4.3.1 Biopsia do pdlipo nasal para caracterizagao de eosinofilia

Os pacientes foram submetidos a bidpsia dos pélipos no ambulatério de
Otorrinolaringologia do HC-UFMG. Apds anestesia da fossa nasal com algodao
embebido em neotutocaina a 2%, foi retirado fragmento do pdlipo de cada
paciente com pinca de bidépsia nasal de marca EXPLORENT®, evitando-se a
maceragao dos tecidos.

O fragmento de biopsia foi imediatamente fixado em formol a 10% e
encaminhado ao Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de
Medicina da UFMG para exame histopatolégico com coloragéo pela hematoxilina-
eosina (HE). Considerou-se eosinofilico o encontro de pelo menos 40% de
eosindfilos entre as células inflamatérias presentes na mucosa e pelo menos
quatro eosindfilos apds avaliacdo de quatro campos microscopicos em aumento
de 400x".

4.3.2 Biopsia de pdlipo nasal para cultura

A bidpsia dos podlipos nasais foi realizada no préprio ambulatério de
Otorrinolaringologia do HC-UFMG. Apds anestesia tépica com neotutocaina a 2%,
retirou-se fragmento de pdlipo com microtesoura e micropinga, que foi
imediatamente acondicionado em meio de cultura a temperatura ambiente.
Durante a coleta foram usados dois tubos FALCON®. O primeiro recebeu a
amostra por um a dois minutos, sendo levemente agitado e, entdo, feita a
transferéncia para o segundo tubo. Esse procedimento visou a diminuir o indice

de contaminagao das culturas.

4.3.3 Meio de cultura utilizado

Os fragmentos foram cultivados a 37°C, contendo 5% de CO,; em 250 uL,

meio de RPMI 1640 com 5% de soro humano AB, 2 uM de mercaptoethanol, 1
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mM L-glutamina, 2mM piruvato de sodio, 10 ugr/mL de estreptomicina, 100 U/mL
de penicilina e 5 mg/mL de fungisona, meio completo comercializado por Gibco
UK47,48

O fragmento de cada amostra, apos retirado do sobrenadante, foi
transferido para um recipiente contendo formol a 10% e encaminhado para

procedimento histopatoldgico rotineiro, com impregnagéao em parafina.

4.4 Analise morfométrica do indice apoptético

Os blocos de parafina, com amostra do experimento de 15 pacientes,
foram cortados em segmentos de 5 um e corados pela HE.

As laminas foram avaliadas em microscoépio 6ptico, sendo as imagens dos
campos, com infiltrado eosinofilico, digitalizadas e armazenadas em compact disc
(CD). Posteriormente, essas imagens foram analisadas por dois observadores em
programa de morfometria (Kontron KS 300, versdo 2.0) no Laboratério de
Morfometria do Departamento de Patologia Geral da UFMG, sob supervisdo do
coordenador do Laboratdrio de Apoptose.

O numero minimo representativo de campos microscopicos por amostra
para a quantificacdo da apoptose foi determinado a partir de uma Unica lamina, na
qual foram analisados e registrados os indices apoptoticos em cada campo.
Desses, formaram-se oito subamostras com numero crescente de campos (cinco,
10, 15... até 40), retirados aleatoriamente com reposigdo. De cada grupo,
calcularam-se a média aritmética e respectivos coeficientes de variagao (CV) para
cada tamanho amostral. A medida que o tamanho amostral aumentava, os
coeficientes de variacdo diminuiam. Assim, o tamanho da amostra considerada
minima representativa foi definido quando o incremento do niumero de campos
nao resultava em reducdo consideravel no valor do coeficiente de variacao,
determinando-se, portanto, o nimero minimo de representativos campos®®. A
estabilizacao do coeficiente de variagdo ocorreu apos a contagem de 25 campos.
Foram capturados e analisados 1.214 campos com objetiva de 1.000x em dleo de
imersao. O |A foi calculado dividindo-se a soma de eosindfilos em apoptose pela

soma total dos eosinofilos contados'”.
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Para caracterizacdo de um eosindfilo em apoptose, foram consideradas:
anoiquia (retracdo celular com perda da adesdao com as células adjacentes);
condensacao citoplasmatica; condensac¢ao nuclear (condensagdo da cromatina
nuclear, as vezes compactagao da cromatina contra a carioteca, exibindo figuras

de “crescentes”); fragmentacéo nuclear e formagao de corpos apoptéticos'” 180,

4.5 Analise do indice apoptoético pelo TUNEL

Para realizacdo da reacdo de TUNEL foi utilizado um kit comercial para a
deteccgdo in situ da fragmentagdo do genoma (Klenow FragEl DNA fragmentation.
Detection Kit - No Catalogo QIA21; Calbiochem /Oncogene).

A subamostra do experimento de seis pacientes foi submetida a reagao de
TUNEL. Essa subamostra foi escolhida de forma aleatéria. Foram capturados e
analisados em microscopio dptico 645 campos com objetiva de 400x.

Para a caracterizacdo da apoptose, foi considerada a coloracao

acastanhada do nucleo associada aos critérios morfolégicos.

4.5.1 Protocolo da reagao de TUNEL

Os blocos de parafina foram cortados em segmentos de 5 um e
desparafinados para serem submetidos a reacdo de TUNEL. Foram necessarias
varias reacdoes para a padronizacdo do método no presente estudo. Para a
obtencao do tempo de proteinase K, varias secgdes do tecido foram submetidas a
enzima na concentragao de 20 g/mL, em diferentes tempos: 10, 15, 20, 25 e 30
minutos. Foi padronizado o tempo de proteinase K em 20 minutos. As laminas
foram lavadas duas vezes com agua destilada. A peroxidase enddgena foi
inativada com peroxido de hidrogénio a 3%, por cinco minutos. As laminas foram
lavadas em phosphate buffer saline (PBS) e imersas em solugdo tampao de
equilibrio. Os cortes foram cobertos com a enzima transferase terminal de
deoxinucleotideos (TdT) e desoxinucleotideos (marcados e nao marcados) e
incubados sob atmosfera umida a 37°C por duas horas. Em seguida, lavadas com

tris buffered saline (TBS) uma vez, cobertas com tampdo de parada (acido
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etilenodiaminotetracético EDTA 0.5 M, ph=8) por cinco minutos. Novamente as
laminas foram lavadas com TBS uma vez e cobertas com o tampao de bloqueio
por 10 minutos. Foram tratadas com o conjugado de peroxidase de estreptavidina
diluida em tampao de bloqueio e incubadas em camara umidificada a 37°C por 30
minutos. As ldminas foram novamente lavadas com TBS uma vez e tratadas com
diaminobenzidina (DAB) por trés minutos, lavadas com &gua destilada,

contracoradas com hematoxilina e montadas.

TUNEL

->

Peroxido de hidrogénio a 3%

1

Tampao de equilibrio.

. |

TDT e desoxinucleotideos

a1

Conjugado de peroxidase

de estreptavidina

—— —

FIGURA 1 - Fluxograma da reagao de TUNEL.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

4.6 Analise estatistica

Para realizar a analise estatistica utilizou-se o programa Statistical
Package for Social Science (SPSS), versao 17.0 (SPSS. Inc, Chicago, IL, EUA), e
o programa The R Project for Statistical Computing (GNU General Public

License), versao 2.9.1.
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Os resultados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnoff e
Shapiro-Wilk para verificagdo da normalidade (curva gaussiana).

Os dados analisados foram examinados pelo teste de Kruskall-Wallis para
comparagado dos indices apoptéticos, seguido do poés-teste Wilcoxon com

correcao de Bonferroni. Considerou-se nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 indice apoptético pela coloragiao HE

As culturas dos pdlipos nasais apresentavam as mesmas condigcdes ao
iniciar o experimento. Ndo houve diferenga significativa (p=0,1724) entre controle

zero hora e experimento zero hora (GRAF. 1).
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GRAFICO 1 - Comparacdo do indice apoptético (n=15
pacientes) determinado pela morfometria entre controle zero

hora e experimento zero hora.

p=0,1724.
Coloragédo HE. Aumento 1.000x.

A coloragao HE permitiu a identificagdo dos eosindfilos e a caracterizagao
das alteragdes morfoldgicas do processo de apoptose. Em todos os experimentos
avaliados foram identificadas células em processo de apoptose caracterizadas
pela retragao citoplasmatica, condensacao nuclear, contracido do citoplasma e
formagado dos corpos apoptéticos (FIG. 2 e 3) As laminas do grupo experimento

12 horas exibiam também nitida desorganizagéo do tecido conjuntivo (FIG. 2).
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FIGURA 2 - Microfotografia de pdlipo nasal eosinofilico tratado com

mitomicina C e incubado por 12 horas.

Coloragdo HE, 1.000x. Verificar células com morfologia sugestiva de apoptose
(anoiquia, condensacao nuclear e citoplasmatica).

FIGURA 3 - Microfotografia de pdlipo nasal eosinofilico ndo tratado

com mitomicina C e incubado por 12 horas.

Coloragdo HE, 1.000x. Verificar eosindfilo com morfologia sugestiva de
apoptose (seta azul) entre eosindéfilos com morgologia usual (setas amarelas).
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Observou-se diferenga muito significativa (p<0,001) na comparagao entre
controle 12 horas e experimento 12 horas (GRAF. 2).
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GRAFICO 2 - Comparagao do indice apoptético (n=15
pacientes) determinado pela morfometria entre controle
12 horas e experimento 12 horas.

Coloracédo HE. Aumento 1.000x.

A comparagao do indice apoptdtico no mesmo grupo em relagdo aos
diferentes tempos de incubagédo (zero hora e 12 horas) salientou diferenca

significativa tanto no grupo-controle como no grupo experimental (GRAF. 3 e 4).
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GRAFICO 3 - Comparagdo do indice apoptético (n=15
pacientes) determinado pela morfometria entre controle

zero hora e controle 12 horas.
Coloragdo HE. Aumento 1.000x.
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GRAFICO 4 - Comparagdo do indice apoptético (n=15
pacientes) determinado pela morfometria  entre
experimento zero hora e experimento 12 horas.

Coloragédo HE. Aumento 1.000x.
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O indice apoptdtico individual de cada paciente nos diferentes
experimentos pode ser avaliado no GRAF. 5. Nota-se variabilidade individual dos

indices apoptéticos entre os pacientes.
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GRAFICO 5 - indice apoptético pela morfometria (n=15 pacientes).

Controle zero hora e 12 horas e experimento zero hora e 12 horas.

5.2 indice apoptético pela reagdao de TUNEL

Optou-se pela comparagcao do indice apoptético entre controle zero hora,
controle 12 horas e experimento 12 horas. Verificou-se diferenga muito
significativa do indice apoptético em todos os pacientes e em todas as
comparacgoes (p<0,001) (GRAF. 6).
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GRAFICO 6 - indice apoptético (n=6 pacientes) avaliado pela reacéo de TUNEL.

Teste de Kruskal Wallis: p<0,001 em todos os pacientes. Pds-teste de Mann-Whitney com
correcado de Bonferroni: p<0,001 em todos os pacientes/comparagoes.

0 h corresponde ao controle zero hora, 12- ao controle 12 horas e 12+ ao experimento 12
horas.

A reacao de TUNEL positiva foi ressaltada em todos os grupos. O nucleo
das células em apoptose foi nitidamente marcado pela coloragdo acastanhada.
No grupo-controle 12 horas, poucas células apresentaram coloragéo acastanhada
do nucleo (FIG. 4).
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FIGURA 4 - Microfotografia de pdlipo nasal eosinofilico ndo tratado com
mitomicina C, incubado por 12 horas, com eosindfilos em apoptose

com coloragao acastanhada.
Predominam as células sem marcagao acastanhada (aumento de 400x).

Constatou-se também reacdo de TUNEL positiva em outras células do
infiltrado inflamatdrio dos pdlipos nasais eosindfilicos (FIG. 5). Varias células do
infiltrado inflamatério com marcagao positiva podem ser observadas no grupo

experimento 12 horas (FIG. 5).

FIGURA 5 - Microfotografia de pdlipo nasal eosinofilico

tratado com mitomicina C, incubado por 12 horas.

Observam-se varias células com nucleo marcado pela coloragdo, eosindfilos,
macréfagos (seta azul) e linfécitos (seta amarela) (Aumento 400x).
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5.3 Correlagao entre o indice apoptético pela morfometria e reagao TUNEL

A avaliagdo de apoptose pela morfometria foi confirmada pela reacdo de
TUNEL. Apurou-se que houve correspondéncia entre o indice apoptético avaliado
pela morfometria e pela reacdo de TUNEL na subamostra aleatéria dos

experimentos que foi submetida aos dois métodos (GRAF. 7 e 8).
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GRAFICO 7 - Indice apoptotico (n=6 pacientes) individual no controle

zero hora, controle 12 horas e experimento 12 horas.
Coloracdo HE. Aumento 1.000x.
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GRAFICO 8 - indice apoptético (n=6 pacientes) individual pela reacdo

de TUNEL no controle zero hora, controle 12 horas e experimento 12

horas.

Aumento 400x.
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6 DISCUSSAO

A caracterizacdo da eosinofilia na polipose nasossinusal eosinofilica é
baseada no exame histopatolégico. Na literatura, infiltrado eosinofilico é
descrito superior a 20%'%*® e superior a 25%’ para o diagnéstico de polipose
nasossinusal eosinofilica. No presente estudo, optou-se pela inclusdo de
pacientes com infiltracdo de eosindfilos superior a 40%. Com isto, procurou-se
assegurar numero suficiente de eosinéfilos ainda viaveis apds a utilizagado das
técnicas de cultura. Excluiram-se os pacientes com comorbidades, tornando-
se a amostra mais homogénea. Sabe-se que os pacientes portadores de
polipose nasossinusal eosinofilica e intolerancia a aspirina tendem a
apresentar mais gravidade em relagdo ao acometimento dos seios paranasais
e mais chance de recidiva apds o tratamento cirtrgico™°.

A padronizacdo na obtencdo e manipulacdo das amostras e a imediata
fixacdo do tecido apds a remocdo do meio de cultura minimiza o efeito de
variaveis intervenientes no indice apoptotico dos polipos nasais eosinofilicos.
As bidpsias foram realizadas pelo mesmo profissional, utilizando-se a mesma
técnica e o mesmo instrumental. Foram excluidos os pacientes que utilizavam
corticosteroides e anti-histaminicos nos 60 dias que antecederam a bidpsia.

A manutencao da viabilidade da cultura de pélipos nasais eosinofilicos
foi demonstrada em estudo prévio. As culturas mantiveram-se viaveis apoés 48
horas de incubacao®’. Entretanto, em estudo com aplicagdo de mitomicina C
em cultura de células, verificou-se alto indice de apoptose nas culturas
tratadas ou ndo com mitomicina C apds 24 horas de incubacdo**. Os autores
atribuiram esse achado & auséncia de fatores de estimulagdo*”.
Considerando-se estes resultados, optou-se pela avaliacdo do indice
apoptoético em culturas de pélipos nasais eosinofilicos incubadas por apenas
12 horas.

O foco deste trabalho foi a avaliacdo dos eosinodfilos. Essas células
desempenham papel fundamental na perpetuagcao do processo inflamatério na
PNSE. Sabe-se que os eosindfilos apresentam aumento da sobrevida no

infiltrado inflamatdério de pacientes com PNSE e que a remocao dos mesmos
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do tecido polipoide ocorre por meio de apoptose®*'.0 nimero de eosindfilos
em apoptose no infiltrado inflamatério de pacientes com PNSE ¢é inferior ao
encontrado no tecido normal®*. Essas células também s&o responsaveis pela
secrecao de citocinas relacionadas a manutencao do curso inflamatério e ao
dano tecidual®"*®

Neste estudo buscou-se a estimativa de um evento bioldgico, que é a
apoptose. Empregaram-se dois métodos diferentes: histopatologia de rotina
(coloracdo HE) e reacgao imunoistoquimica (reagcdo de TUNEL). A reacédo de
TUNEL é um método bem estabelecido para a avaliagdo da apoptose. Este
método permite evidenciar a fragmentagdo do DNA gendmico que ocorre
precocemente na apoptose. Trata-se de etapa decisoéria desse evento, uma
vez que, a partir desse ponto, o processo desencadeado torna-se irreversivel.
A marcagcdo do DNA fragmentado pode ser detectada por um periodo
substancial no desenrolar da apoptose, ao contrario de outras técnicas que
detectam eventos de curta duracdo. Foi necessario padronizar a técnica para
o tecido em estudo. O tempo de proteinase K padronizada foi de 20 minutos.
Em todas as reagdes foi utilizado controle positivo e negativo de acordo com
as recomendacdes do fabricante. As células em apoptose adquiriram forte
marcacdo pela coloragdo acastanhada, que foi muito evidenciada,
principalmente no grupo experimento 12 horas.

A morfometria permitiu a identificacdo das células em apoptose.
Evidenciaram-se as alteracdes compativeis com a evolugcdo de apoptose:
condensacao citoplasmatica, condensacgao nuclear, perda de contato celular e
formacao de corpos apoptdéticos. A comparacao entre controle e experimento
nos diferentes tempos de incubacido permite atribuir a diferenga do indice
apoptético ao efeito da mitomicina C. As culturas dos poélipos nasais
eosinofilicos apresentavam as mesmas condi¢gées ao se iniciar a pesquisa. A
mitomicina C foi a unica variavel na manipulagcdo dos grupos controle e
experimento. Ao compararem-se 0s grupos controle 12 horas e experimento
12 horas, percebeu-se que o aumento do indice apoptético nesses grupos
pode ser atribuido, em parte, ao tempo de incubacdo das culturas. Esses
resultados corroboram os achados da literatura em relagdo a acao da
mitomicina C na inducdo de apoptose de eosindfilos de pdlipos nasais

eosinofilicos**.
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A subamostra dos pacientes que foi submetida a reacao de TUNEL foi
determinada de forma aleatdria. Optou-se por excluir na avaliacao por este
método os grupos de zero hora (controle e experimento). Consideraram-se 0s
resultados dessa comparacgao (zero hora) — ndo-significativos — obtidos pela
morfometria. Todos os pacientes apresentaram diferenga muito significativa
em todas as comparagdes (controle zero hora, controle 12 horas e
experimento 12 horas). Todavia, visualizando-se os resultados de paciente a
paciente, constataram-se variacdes no indice apoptético que foram
consideradas aqui como individuais, constataveis nos trés experimentos.
Essas variagdes podem ser reflexo de diferengas moleculares e genéticas
entre os pacientes. Algumas alteragbes moleculares foram correlacionadas a
expressdo do fendtipo em estudo prévio?’. O autopareamento das amostras
na avaliagdo dos experimentos permite destacar a mitomicina C como variavel
determinante na inducao de apoptose dos eosinofilos.

A analise das amostras pela reacdao de TUNEL também destacou
fibroblastos, macréfagos e principalmente linfécitos em processo de apoptose. A
marcagao acastanhada dessas células foi mais evidente no grupo experimento 12
horas. Supde-se que a mitomicina C atue também nas demais células do infiltrado
inflamatdrio e do estroma dos podlipos nasais. Estudos futuros poderao contemplar
a acao da mitomicina C nas demais células dos pdlipos nasais eosinofilicos.

Os resultados obtidos nos dois métodos sustentam a conclusdo desta
investigacdo. A avaliacdo da apoptose dos eosindfilos na PNSE por meio da
morfometria é satisfatéria. Considerando-se a diferenca de custo entre os
métodos e as dificuldades técnicas, a morfometria € uma opcao pratica e efetiva.

De acordo com a literatura, um dos provaveis mecanismos de acido da
mitomicina C no indice apoptdtico dos eosindfilos consiste na reducdo de
citocinas, IL-5 e GM-CSF, responsaveis pelo aumento da sobrevida dessas
células. O GM-CSF atua sobre diferentes linhagens de célula, enquanto a IL-5
age especificamente na maturagao, ativagdo e sobrevida dos eosinofilos®. A acdo
da mitomicina C in vitro e in vivo nos niveis de IL-5 e GM-CSF de pdlipos nasais
eosinofilicos foi demonstrada em trabalhos anteriores***°. Ha relato de redugdo
significativa nos niveis de GM-CSF e muito significativa nos niveis de IL-5 em
pdlipos nasais eosinofiliocos apds aplicacéo tépica da mitomicina C*. A reducio

dessas citocinas sugere mecanismo indireto da mitomicina C na indugéo de
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apoptose em pdlipos nasais eosinofilicos*®. Portanto, a inducdo de apoptose
por meio da acdo da mitomicina C poderia interromper a perpetuacdo do
processo inflamatério e do dano tecidual.

A mitomicina C foi descoberta em 1956 e atua a partir da inibicao da
sintese de DNA. Sua acao foi avaliada em diversos trabalhos, em funcao de
seu efeito antiproliferativo. Em Otorrinolaringologia, pesquisas em humanos
tém se concentrado principalmente na acdo da mitomicina C na reducio de
sinéquias em cirurgias nasais endoscépicas>* e cirurgias laringeas®. A maioria
dos autores utiliza a dose de 0,4 mg/mL. A comparagao retrospectiva entre as
doses de 0,4 e 10 mg/mL n&do mostrou diferenga significativa em relagcéo a
incidéncia de complicacdes®. Os trabalhos em animais e humanos corroboram
a seguranga do uso tépico da mitomicina C.

Atualmente, a opcao terapéutica para a PNSE recai sobre os
corticosteroides. Varios estudos foram conduzidos com o objetivo de avaliar a
acado dos corticosteroides sobre a populagcdao de eosindfilos nos pélipos
nasais®?>°. A recidiva da PNSE ainda constitui um dos principais desafios
dessa doenca. A mitomicina C pode ser uma opc¢ao terapéutica no controle
dessa doenca por meio da suspensadao dos mecanismos antiapoptoticos na
PNSE.
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7 CONCLUSAO

Nossos dados permitem concluir que a mitomicina C atua sobre os polipos
nasais eosinofilicos induzindo o aumento do indice apoptdtico em
eosindfilos in vitro.

Os resultados do indice apoptético obtidos pela morfometria foram

confirmados pela avaliacdo imunoistoquimica.
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ANEXO E APENDICES

Anexo A - Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 484/08

Interessado(a): Prof. Roberto Eustaquio Santos Guimaraes
Depto. de Oftalmologia e Otorrinolaringologia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 05 de novembro de 2008, o projeto de pesquisa intitulado "Estudo
morfométrico de pdlipos nasais eosinofilicos submetidos ao efeito
da mitomicina C" bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coepi@prpg.ufing.br
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Apéndice A - Consentimento livre e esclarecido para a participagao em

pesquisa

BU, , portador de polipose
nasossinusal, autorizo a equipe de Rinologia do Servigo de Otorrinolaringologia,
HC-UFMG, a enviar parte de minha bidpsia nasal para o desenvolvimento de
experimento em laboratorio, visando tornar mais eficaz as formas de tratamento
de minha doencga. Estou ciente de que essa bidpsia faz parte de meu tratamento,
devendo ser realizada em todos os casos, normalmente em regime ambulatorial,
sem necessidade de qualquer preparo especial, com duragao de alguns minutos e
nao me impossibilitando para minhas fun¢gdes normais imediatamente e apds o
procedimento.

Estou ciente de que esta pesquisa ndo envolvera qualquer risco a minha
saude e que meu tratamento seguira seu curso normal dentro dos parametros

atuais.

ASSINATURAS:

Eu pessoalmente expliquei ao paciente o propésito deste estudo cientifico,
bem como seus detalhes, os procedimentos a serem realizados e os termos do
consentimento.

............................................................................ Belo Horizonte, [/

Investigador responsavel:

Claudia Pena Galvao

Endereco: Av. Alfredo Balena, s/n

Santa Efigénia / Hosp Sao Geraldo, fone: 32489582

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP):

Av. Antbnio Carlos, 6.627, Unidade Administrativa Il - 2° andar - sala 2.005
Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil.

telefax 31-3409.4592.
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Eu confirmo que entendi os termos do consentimento abaixo e do qual
recebo copia. Perguntei e fui esclarecido sobre todos os detalhes da pesquisa.
Portanto, eu, voluntariamente, dou meu consentimento para minha inclusdo neste

estudo.

.................................................................... Belo Horizonte, / /

Assinatura do paciente



Anexo B - Pacientes incluidos na pesquisa

Paciente Sexo Idade % Eosinofilos  Experimento

HR F 40 45% C
SAB F 23 85% F
RFS M 60 90% G
AG M 42 50% H
MC F 38 70% J
LRCV F 28 70% K
MOO M 53 90% L
AMR F 45 90% M
DSS M 40 90% O
ICAL F 39 90% P
MEMR F 34 80% Q
HET M 35 90% S
MIS M 16 70% U
MEN F 28 60% Vv
ODB M 45 50% X



