
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

Faculdade de Medicina 

 

 

 

 

 

 

 

PERFIL DE EXPRESSÃO GÊNICA DE  

IL-5, GM-CSF, TGF-β1, EOTAXINA NA POLIPOSE 

NASOSSINUSAL EOSINOFÍLICA PÓS-CIRURGIA          

ENDOSCÓPICA E EFEITO DA MITOMICINA C TÓPICA 

 

 

 

MÍRIAN CABRAL MOREIRA DE CASTRO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2010 

 



 

MÍRIAN CABRAL MOREIRA DE CASTRO 

 

 

 

 

 

 

                   PERFIL DE EXPRESSÃO GÊNICA DE  

 IL-5, GM-CSF, TGF-β1, EOTAXINA NA POLIPOSE 

NASOSSINUSAL EOSINOFÍLICA PÓS-CIRURGIA 

ENDOSCÓPICA E EFEITO DA MITOMICINA C TÓPICA 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Ciências Aplicadas à Cirurgia 
e Oftalmologia, da Faculdade de Medicina da 
Universidade Federal de Minas Gerais, como 
requisito parcial para obtenção do título de 
Doutora. 

 
Área de concentração: Resposta inflamatória 
à agressão tecidual. 
 
Linha de pesquisa: Alterações morfológicas, 
resposta inflamatória e repercussões 
sistêmicas nas rinossinusopatias. 

 
Orientador: Prof. Dr. Roberto Eustáquio  
Santos Guimarães. 

 
 

 
 

 

 

 

Belo Horizonte 

Faculdade de Medicina – UFMG 

2010 



 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

 

 

 

Reitor: Prof. Clélio Campolina Diniz 

Vice-Reitora: Profa. Rocksane de Carvalho Norton 

Pró-Reitor de Pós-Graduação: Prof. Ricardo Santiago Gomez 

Pró-Reitor de Pesquisa: Prof. Renato de Lima dos Santos 

Diretor da Faculdade de Medicina: Prof. Francisco José Penna 

Vice-Diretor da Faculdade de Medicina: Prof. Tarcizo Afonso Nunes 

Coordenador do Centro de Pós-Graduação: Prof. Manoel Otávio da Costa 

Rocha 

Subcoordenadora do Centro de Pós-Graduação: Profa. Teresa Cristina de 

Abreu Ferrari 

Coordenador do Programa de Pós-Graduação em Ciências Aplicadas à 

Cirurgia e à Oftalmologia: Prof. Marcelo Dias Sanches 

Subcoordenadora do Programa de Pós-Graduação em Ciências Aplicadas à 

Cirurgia e à Oftalmologia: Profa. Ivana Duval de Araújo 

Colegiado do Programa de Pós-Graduação em Ciências Aplicadas à Cirurgia  

e à Oftalmologia  

Prof. Alcino Lázaro da Silva 

Prof. Edson Samesima Tatsuo 

Profa.Ivana Duval de Araújo  

Prof. Marcelo Dias Sanches 

Prof. Márcio Bittar Nehemy 

Prof. Marco Aurélio Lana Peixoto 

Prof. Tarcizo Afonso Nunes 

Juliano Alves Figueiredo (Disc.Titular) 

 

 

 

 

 



 

                                                                                                

 

                                                                                                                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao meu marido, 

grande figura, uma mistura de filosofia,  

paciência, raciocínio lógico, poesia, bondade  

e um silêncio impenetrável.  

 

A liberdade de me manter profundamente presa à Medicina,  

que meu marido e filhos me permitiram sem deixar de me amar  

e, sobretudo, me mostrar o verdadeiro valor da vida:   

Marco Antonio, Mariana, KK e Marco. 

 

À Vírginia, que me mostrou a felicidade simples do viver.  

 

À minha família,  

que após meus frequentes períodos de ausência,  

me alegra e fortalece para continuar o meu caminho.  

   

  

 

 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

 

 Ao Professor Doutor Roberto Eustáquio Santos Guimarães, pelo estímulo à 

pesquisa e sua importância na projeção da especialidade do nosso estado. 

  

Ao Professor Doutor Tarcízo Anfonso Nunes, por todo apoio, incentivo e 

simplicidade de ser no auxílio desta tese, ao participar da banca de pré defesa. 

   

Ao Laboratório de Biomarcadores de Diagnóstico e Monitoração do Centro de 

Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ. 

 

À Subunidade de PCR em Tempo Real – RPT09D do Centro de Pesquisas René 

Rachou/PDTIS-FIOCRUZ e ao Program for Technological Development in Tools 

for Health-PDTIS-FIOCRUZ. 

 

Ao Dr. Olindo Martins-Filho, Chefe do Laboratório de Biomarcadores de 

Diagnóstico e Monitoração do Centro de Pesquisas RENÉ RACHOU/FIOCRUZ, 

pelo consentimento à realização da pesquisa sem ressalvas. 

 

Às Dras. Andréia Teixeira de Carvalho e Luciana Inácio Gomes, pesquisadoras do 

Centro de Pesquisas René Rachou, pela acolhida e espírito científico. 

  

À Fabiana Rocha, técnica do Laboratório de Biomarcadores de Diagnóstico pela 

seriedade, competência e disponibilidade na realização das análises. 

 

À minha filha médica Mariana, pelos momentos dedicados ao auxílio deste 

trabalho.  

 

Aos residentes, que nos desafiam e estimulam; juntos crescemos em busca de 

um caminho melhor. 

 



 

Ao Hospital das Clínicas, que me deu a oportunidade do crescimento acadêmico.  

 

À Santa Casa de Misericórdia de Belo Horizonte, que me ensinou a ser médica. 

 

Aos amigos, palavras são desnecessárias.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

RESUMO 

 

 

A polipose nasossinusal (PNSE) é uma degeneração da mucosa do nariz e seios 
paranasais, com participação de várias citocinas inflamatórias. Objetivo: 
comparar as diferenças de expressão de genes inflamatórios na PNSE pré e pós-
aplicação tópica de mitomicina C nos seios maxilares e relacioná-las com a 
expressão dos tecidos normais. Casuística e métodos: foram selecionados 20 
pacientes com PNSE e seis com adenoma de hipófise submetidos a tratamento 
cirúrgico endoscópico. A mucosa dos seios maxilares foi biopsiada no 
transoperatório; e no seio maxilar esquerdo foram aplicados 3 mL de  mitomicina 
C tópica 0,5 mg/mL durante cinco minutos. No 21˚ dia pós-operatório, nova 
biópsia foi colhida nos seios maxilares. Nos seis pacientes submetidos à cirurgia 
transesfenoidal para exérese de tumor de hipófiise, realizou-se biópsia da mucosa 
normal do seio esfenoidal. As amostras foram analisadas por RT-qPCR para 
expressão de IL5, eotaxina, fator estimulador de colônia granulócito macrófago e 
fator transformador de crescimento beta-1. Resultados: observou-se, na mucosa 
doente, distribuição assimétrica para os valores das citocinas. Os valores de 
eotaxina diminuíram após o tratamento. No seio maxilar esquerdo, a expressão 
de IL5 foi maior no transoperatório (pré-aplicação de mitomicina C) em relação ao 
tecido normal e em relação ao 21º dia após a aplicação do medicamento. 
Conclusão: houve indicação da ação da mitomicina C na subexpressão da IL5. 
Verificou-se indicação do benefício da cirurgia e corticoide para eotaxina. As 
expressões das citocinas mostraram valores assimétricos e aumentados em 
relação ao tecido normal, exceto para o fator de crescimento beta-1. 
 
 
Palavras-chave: Polipose nasossinusal. RT-qPCR. Mitomicina C. Citocinas.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Nasosinusal polyposis is a degeneration of the mucosa of the nose and 
paranasal sinuses with the participation of several inflammatory cytokines. 
Objective:  To compare the differences in the expression of inflammatory genes in 
eosinophilic nasosinusal polyposis prior and after the topical application of 
Mitomycin C in the maxillary sinus, and  to relate it to their expression in normal 
tissue. Casuistic and Method:  twenty patients with nasosinusal polyposis and six 
patients with pituitary adenoma were selected and underwent endoscopic surgical 
treatment.  Maxillary sinus mucosa was biopsied at surgery and the left maxillary 
sinus was submitted to topical application of 3 ml of Mitomycin C O.5 mg/ml for 5 
minutes.  In the 21st day after surgery a new biopsy was collected from the 
maxillary sinuses.  In the six patients who underwent transsphenoidal surgery for 
removal of pituitary tumors a biopsy of the normal mucosa of the sphenoid sinus 
was carried out.  The samples were analyzed through RT-qPCR for the expression 
of IL5, eotaxin, granulocyte macrophage colony stimulating factor and that also 
transforming growth factor beta-1. Results: It was observed, in the diseased 
mucosa, an asymmetric distribution for the values of the cytokines. The values of 
eotaxin diminished after treatment. In the left maxillary sinus, the expression of IL5 
was greater in the trans-operatory period (prior to the application of Mitomycin C) 
compared to normal tissue and to the 21st day after the application of the 
medication. Conclusion: There was indication of the action of Mitomycin C in the 
subexpression of IL5. It was also observed the recommendation of the benefit of 
surgery and corticoid for eotaxin. The expression of cytokines had asymmetrical 
values, and increased in relation to normal tissue except for beta-1 growth factor.   
 
 
Key words: nasal polyposis. RT-qPCR. Mitomycin C. Cytokines. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

          A polipose nasossinusal eosinofílica (PNSE) é a manifestação de uma 

doença inflamatória crônica na mucosa do nariz e seios paranasais, caracterizada 

por infiltração de granulócitos eosinófilos, cujo mecanismo patogênico não é 

totalmente conhecido e representa um desafio para o otorrinolaringologista. O 

tratamento clínico está limitado ao emprego de corticosteroide tópico, sistêmico 

ou outros medicamentos que possam diminuir a liberação e ação das citocinas 

TH2/TH1 e a eosinofilia tecidual. Várias pesquisas com o objetivo de 

compreender e minimizar a polarização do padrão inflamatório abordam o papel 

do S. aureus e da alergia. O avanço na área da Biologia Molecular tem mostrado 

conectividade e diferenças de expressão gênica na mucosa nasal de pacientes 

com PNSE.  

          O acúmulo de eosinófilos, juntamente com células estruturais, secretam 

fatores inflamatórios. A citocina interleucina 5 (IL5) e o fator estimulador de 

colônia granulócito macrófago (GM-CSF) são os mediadores mais envolvidos na 

manutenção da eosinofilia tecidual, pois diminuem o índice de apoptose dessas 

células. O TGF1 (fator transformador de crescimento beta 1), responsável pela 

formação estrutural dos pólipos, é essencial nas interações celulares que levam a 

proliferação tecidual. Quimiocinas como as eotaxinas têm papel importante na 

migração de linfócitos e eosinófilos e na manutenção da cascata inflamatória. 

A análise dos mediadores inflamatórios envolvidos na patogênese da 

PNSE apresenta resultados conflitantes devido a vários fatores, desde coleta e 

armazenamento de material até qualidade de primers e métodos usados para os 

estudos. 

Dos tratamentos propostos com benefício terapêutico para PNSE, o 

emprego de antibacterianos sistêmicos mostrou efeito na diminuição dos pólipos. 

Pacientes tratados com anti-IL5 (endovenosa) apresentam redução dos 

receptores alfa solúvel para interleucina-5 (IL5), no entanto somente 50% 

respondem ao tratamento. A diferença entre pacientes responsivos e não 

responsivos foi relacionada com o nível de IL5 acima de 40 pg/mL1.  
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A diminuição das células e mediadores inflamatórios foi acentuada em 

análise de lavados de secreções nasais, realizados em pacientes submetidos a 

tratamento cirúrgico e uso tópico de corticosteroide durante um ano2. Seu uso 

sistêmico pode diminuir os níveis de citocinas em até 10 vezes nos pólipos nasais 

e quatro vezes o número de eosinófilos3. 

O corticoide tópico reduz a ativação dos eosinófilos, sendo a terapia mais 

usada para controle da inflamação e crescimento da PNSE. Entretanto, muitos 

pacientes não melhoram com a utilização tópica isolada e necessitam de doses 

adicionais de prednisona4. A falta de adesão ao tratamento, as poliposes 

extensas e a resistência ao medicamento por mecanismos celulares são fatores 

relacionados ao insucesso terapeutico5. Entre os mecanismos de resistência 

incluem-se os fatores de transcrição e a relação de isoformas de receptores. 

Pacientes insensíveis ao glicocorticoide possuem alta percentagem de células 

com receptores GR, que não se ligam à medicação; além disso, concentrações 

diferentes de,sse medicamento estimulam receptores diferentes4. 

Os glicorticoides provocam apoptose dos eosinófilos, diminuição de 

citocinas pró-inflamatórias, como IL5, eotaxina, GM-CSF e aumentam moléculas 

como TGF-β16.  

    A mitomicina C (MMC), produzida por Streptomyces caespitosus, é 

agente antineoplásico que inibe a síntese de DNA e RNA. Usado como 

antiproliferativo em fibroblastos, diminui a formação de tecido cicatricial. 

Exposição transoperatória à MMC tem revelado melhores resultados cirúrgicos 

em animais e seres humanos, sem efeitos colaterais. 

Em estudo anterior realizado pelo autor da presente pesquisa, a utilização 

tópica de MMC em pólipos de pacientes, in vivo, mostrou redução com 

significância de IL5 e GM-CSF em biópsias realizadas 24 horas após a aplicação. 

Em cultura de pólipos evidenciou eficácia em provocar apoptose de eosinófilos. 

Portanto, a MMC demonstrou efeito antiinflamatório. 

A relevância desta análise foi pesquisar a eficiência da mitomicina C como 

auxiliar no tratamento dessa afecção frente às alternativas atuais de tratamento. 
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1.1 Objetivo geral  

 

Avaliar o efeito da MMC tópica na expressão das citocinas inflamatórias: 

IL-5, GM-CSF, TGF-β1 e eotaxina na mucosa de pacientes com PNSE. 

 

 

1.1.1 Objetivos específicos  

 

 Comparar a expressão das citocinas IL5, GM-CSF, eotaxina e TGF-β1 pré e  

21 dias após a utilização da MMC tópica na mucosa dos seios maxilares de 

pacientes com PNSE.  

 Comparar a expressão das citocinas IL5, GM-CSF, eotaxina e TGF-β1 na 

mucosa dos seios maxilares de pacientes com PNSE e na mucosa 

considerada normal dos seios esfenoidais. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Conceito e apresentação clínica da polipose nasossinusal eosinofílica 

  

A PNSE é uma das diferentes afecções que fazem parte do grupo 

heterogêneo das rinossinusites crônicas nas quais sinais e sintomas se 

sobrepõem. Mediadores inflamatórios e características celulares diferentes, além 

de tempo semelhante de desenvolvimento da doença em relação a outras 

afecções sinusais, indicam ser essa uma entidade distinta no grupo das doenças 

crônicas dos seios paranasais7. Na PNSE encontram-se resposta imune T 

mediada e predomínio de linfócito T ativado. O estudo dos mediadores 

inflamatórios torna mais evidente a classificação dessa entidade. 

Os pacientes com PNSE apresentam sintomas como: obstrução nasal 

progressiva (100% dos casos), rinorreia (69%), anosmia (61%), dor facial (60%), 

cefaleia (43%)8, gotejamento pós-nasal, hiper-reatividade nasal e brônquica e 

rinossinusites de repetição. Os pólipos apresentam-se com coloração rósea 

acinzentada e translúcida, de consistência mole e aspecto brilhante e geralmente 

são bilaterais, indolores e não sangram à manipulação9,10. 

  Eosinofilia é considerada significativa na presença de eosinófilos em 

quantidade igual ou superior a 25% das células inflamatórias do esfregaço da 

secreção nasal11 ou superiores a 20% do total de leucócitos12. Pesquisas realçam 

que os eosinófilos são mais facilmente observados na biópsia da mucosa nasal 

do que em esfregaços, definindo como polipose eosinofílica quando se verificam 

mais de quatro eosinófilos em quatro campos microscópicos de elevado aumento 

(400 vezes) ou quando o percentual de eosinófilos é superior a 20% das células 

inflamatórias13. 
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2.2 Incidência e prevalência 

 

A PNSE representa cerca de 80 a 90% das poliposes14. A incidência é 

variável, sobretudo na população geral e em pacientes atópicos, nos quais a 

frequência é semelhante, variando entre 0,5 e 2,8%15-18, sendo encontrados 

pólipos em somente 0,5% dos exames consecutivos em 3.000 pacientes 

atópicos19. É mais frequente em portadores de rinite e asma em indivíduos não 

atópicos20,21. Em estudos de larga série de pacientes, a asma foi diagnosticada 

entre 20 e 50% dos casos22. 

Em acompanhamento a 6.000 pacientes com asma ou rinite, relatou-se 

alta prevalência de polipose nasossinusal (PNS) em asmáticos não alérgicos 

maiores de 40 anos16. Em pacientes com asma extrínseca, a PNS estava 

presente em 5% e em 13% do grupo de não alérgicos. A associação de pacientes 

com asma e seu tipo de tratamento não apresenta relação com a frequência de 

recorrência da PNSE23. Essa característica importante da PNSE encontra-se 

aumentada em pacientes atópicos e intolerantes à aspirina. 

 

 

2.3 Hereditariedade 

 

Em 1992, foi descrita PNS em gêmeos idênticos e sugerida a existência de 

predisposição genética24. Em 50 pacientes com pólipos registrou-se história 

positiva de hereditariedade em 14% e em 30 pacientes do grupo-controle não foi 

confirmada a existência de pólipo em outros membros da família25. A associação 

do genótipo IL1A com PNS em asmático foi demonstrada em avaliação no ano de 

200326. 

 A predisposição genética existe, mas o conhecimento desses fatores é 

reduzido. A correlação foi significativa entre PNS e alelos human leukocyte 

antigen (HLA)27, que são marcadores genéticos essenciais na regulação da 

resposta imune, pela apresentação de antígenos aos linfócitos T e  

compatibilidade tecidual28. 

Pacientes com pólipo nasal e asma e HLA Ar/B8 positivo desenvolvem um 

tipo mais grave de PNS. Esse genótipo tem sido associado a doenças autoimunes 

como lúpus, diabetes juvenil e doença de Graves, sugerindo envolvimento de 
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genes do complexo HLA e que anormalidades da resposta imune estão 

associadas às duas condições. A recorrência dos pólipos parece estar sob 

controle genético29-31. 

A contribuição genética evidencia-se: na PNSE isolada com o antígeno 

HLA-A74; na expressão aumentada de HLA-DR e moléculas de inter-cellular 

adhesion molecule 1 (ICAM-1); e na tríade de Widal associada a HLA- DRB1 *07-

DQA1 * 0201-DQB1 *0201, que estão ausentes em pacientes de outros grupos de 

PNS. Os alelos HLA-DQA1*0201 e DQB1*0202 aumentam 5,53 vezes o risco de 

ocorrência de PNSE14,32,33. A presença do alelo TNF2 na posição 308 é fator 

contribuinte para o desenvolvimento da PNSE34. 

Esse polimorfismo genético pode participar na regulação e produção de 

citocinas pró-inflamatórias, gerando inflamação crônica.  

 

 

2.4 Histologia 

 

A PNSE caracteriza-se por infiltração subepitelial de células inflamatórias 

com intensa eosinofilia e proliferação tecidual. Eosinófilos ativados são sua 

característica proeminente. Apresenta alterações estruturais como edema do 

estroma, formação pseudocística, hiperplasia glandular, espessamento da 

membrana basal e fibrose focal31,35-37. 

O pólipo nasal exibe epitélio colunar pseudoestratificado com células 

caliciformes e ciliares e, em determinadas áreas, epitélio de transição e escamoso 

não queratinizado. As células inflamatórias usualmente consistem de mistura de 

linfócitos, células plasmáticas e eosinófilos, além das células constitutivas, que 

são fibroblastos, células epiteliais e endoteliais38,39. Alguns pólipos têm estroma 

fibrótico com reduzido número de vasos e glândulas, sem estrutura neural40.  

 

 

2.5 Eosinófilos e citocinas  

  

Os eosinófilos são capazes de modular respostas imunes pela liberação de 

fatores de crescimento, interleucinas e quimioatraentes. Citocinas como a IL5 são 



 23

proteínas de baixo peso molecular, que regulam a proliferação e ativação de 

várias células, ampliando a resposta imune local. 

O fator estimulador de colônia granulócito macrófago (GM-CSF) é uma 

citocina com potente efeito biológico, incluindo ativação de granulócitos e 

diferenciação de células hematopoéticas. Encontra-se ácido ribonucleico 

mensageiro (mRNA) para GM-CSF no pólipo nasal e na mucosa de pacientes 

com rinite alérgica, mas não em indivíduos normais. Macrófagos e linfócitos são 

as fontes primárias de GM-CSF, além de fibroblastos, células epiteliais e 

endoteliais41-43. 

In vitro, a IL5 promove a liberação de grânulos de proteínas dos eosinófilos 

quando adicionada à cultura de tecido polipoide. O GM-CSF tem efeito 

coestimulador na indução da degranulação, que é regulada por múltiplos outros 

componentes. IL5, GM-CSF e interleucina 3 (IL3) são os maiores responsáveis 

pela sobrevida, diferenciação e ativação dos eosinófilos, diminuindo a apoptose e 

intensificando, assim, a resposta inflamatória mediada por essas células44. Os 

eosinófilos expressam IL5 em todas as PNSEs. A chave para o desenvolvimento 

da eosinofilia tecidual é, portanto, a inibição da apoptose45-48. O clearance 

eficiente dos eosinófilos teciduais é um dos mecanismos que limitam o potencial 

tóxico dessas células49. 

As três citocinas (IL3, IL5, GM-CSF) agem de forma autócrina e parácrina. 

GM-CSF e IL3 têm a função primária de estimular células pluripotentes do 

sistema hematopoético. Embora essas citocinas tenham ação de quimiotaxia, a 

IL5 é o mais específico e potente fator quimiotático in vitro. GM-CSF e IL5 estão 

elevados em pólipos de atópicos e não atópicos50,51. 

Experimentos demonstraram diferentes efeitos de anti-IL5 na contagem de 

eosinófilos em diferentes compartimentos do corpo. Após o uso de uma dose de 

reslizumab, obteve-se redução de proteína catiônica eosinofílica (ECP) e 

eosinófilos por mais oito semanas no soro e na secreção nasal; os pólipos 

reduziram-se em apenas 50% dos pacientes por quatro semanas. Outros autores 

constataram redução de eosinófilos em 100% da corrente sanguínea, 52% da 

medula óssea e 55% da mucosa brônquica. A possível razão para esses achados 

pode ser uma diferente penetração de anti-IL5 nos tecidos ou a variação de 

sensibilidade de IL5 causada por expressão diferente de IL-5Rα (receptor alfa) no 
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corpo. A concentração local de IL5 foi o fator determinante na resposta 

aumentada à medicação52. 

Eosinófilos ativados secretam outros potentes efetores inflamatórios 

importantes na degranulação e quimiotaxia do próprio eosinófilo, na ativação dos 

neutrófilos, macrófagos e no aumento da permeabilidade vascular53. Dividem sua 

superfície com elementos mielopoéticos e sua função efetora é mediada por um 

mecanismo ainda não completamente compreendido41. 

 

 

2.6 Fisiopatologia 

 

De etiologia ainda não esclarecida, existem vários fatores envolvidos na 

fisiopatologia da PNSE. Os pólipos nasais não se constituem afecção per se, mas 

uma manifestação de um processo inflamatório na parede lateral do nariz. Várias 

teorias foram propostas para explicá-los: disfunção do sistema nervoso autônomo 

do nariz, desequilíbrio vasomotor, alergia, processo inflamatório vicioso a partir de 

uma infecção, doenças metabólicas, hereditárias e, finalmente, um processo 

inflamatório resultado de mediadores como interleucinas, moléculas de adesão e 

contrarreceptores endoteliais39. 

 

 

2.6.1 Alergia e PNSE 

 

O afastamento da alergia como fator causal da PNSE é corroborado pelo 

envolvimento de reações não imunoglobulina E (IgE) mediadas, a maior 

incidência de PNSE em pacientes não atópicos comparados com os atópicos, 

além de processos inflamatórios e imunológicos locais. 

As células plasmáticas do pólipo são principalmente imunoglobulina A 

(IgA) secretoras. A baixa incidência de células secretoras de IgE - na maioria das 

amostras de culturas de pólipos de pacientes com rinite eosinofílica não alérgica 

(NARES), intolerância aspirínica e asma brônquica - sugere que a reação tipo 1 

de hipersensibilidade não é essencial para o desenvolvimento do pólipo54. A 

presença difusa de células plasmáticas e a formação de IgE policlonal nos 

pacientes com PNSE propõem síntese local de IgE na mucosa do pólipo55. 
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Os mastócitos dos pólipos nasais não são IgE dependentes38 e estão 

localizados na região profunda do estroma, sinalizando que eles não são ativados 

por alérgenos inalantes. Os mastócitos expressam uma variedade de citocinas no 

pólipo nasal, que são capazes de estimular a liberação de outros mediadores, 

auxiliando na manutenção tecidual dos eosinófilos. Acredita-se que os mastócitos 

possam contribuir para o aumento da recorrência em atópicos56. 

Apesar da existência de IgE em tecido homogeneizado de atópicos, não há 

evidência de que o mecanismo alérgeno mediado seja responsável pela 

eosinofilia em pacientes não atópicos57,58. Em atópicos, o nível de IgE específica 

no pólipo é mais alto do que no soro dos pacientes, indicando produção local 

dessa imunoglobulina. Em não atópicos existe significativa correlação entre IgE e 

IL5 tecidual, que não é encontrada em pólipos de atópicos59. A IgE relaciona-se 

com a inflamação eosinofílica60.  

Com base em resultados de cultura de pólipos diante de estímulo por 

Dermatophagoides pteronyssimus e por Phytohaemaglutinin (PHA) de indivíduos 

atópicos e não atópicos, detectou-se que, com estímulos nos indivíduos 

sensibilizados, o alérgeno pode contribuir com a eosinofilia, via produção de GM-

CSF e IL8 e aumento de sobrevida de eosinófilos maduros via IL3, IL5, GM-

CSF61. 

 

 

2.6.2 Polipose nasossinusal eosinofílica e Staphylococcus aureus 

 

Estudos associam superantígenos do Staphylococcus aureus à produção 

local de IgE, induzindo ou  provocando a PNSE.  

Em relação ao grupo-controle, observou-se aumento de até 10 vezes de 

IgE específica para enterotoxinas de Staphylococcus aureus em 30 a 50% dos 

pacientes com PNSE e em 60 a 80% se ocorresse associação à asma.   

A colonização do meato médio por Staphylococcus aureus é maior em 

PNSE (63,6%) quando comparada à da rinossinusite crônica (27,3%) e está 

relacionada com a prevalência de anticorpos para enterotoxina. Se, além de 

asma, ocorrer hipersensibilidade à aspirina, a taxa de colonização é de 87,5%, 

com IgE antienterotoxinas em 80% dos casos. A enterotoxina do Staphylococcus 

aureus por meio da ligação ao receptor da célula T estimula a produção de IL4 e 
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IL5 em duas vezes, com ativação direta dos eosinófilos e das células epiteliais. 

Assim, leva à liberação de citocinas, além de ativar as células apresentadoras de 

antígeno, polarizando a inflamação para o padrão TH2. Apresenta, também, 

potente efeito estimulador sobre as células T CD4+ e CD8+, células B e 

macrófagos, resultando em aumento de IL5, ECP e IgE multiclonal. A enterotoxina 

age pelo menos modificando a PNSE1,62. Comporta-se como um superantígeno 

no tecido polipoide, recrutando células inflamatórias e modificando a sensibilidade 

de células mononucleraes ao corticoide. O aumento de IgE específica contra a 

enterotoxina relaciona-se com a elevação do número de receptor  dos linfócitos 

para S. aureus. 

Em outra análise utilizando cultura bacteriana, reação em cadeia da 

polimerase (PCR), fluorescência para detecção de S. aureus e transcrição 

genética de biópsias nasais para IL5, IgE, GM-CSF, eotaxina, ECP de pacientes 

com rinossinusite crônica com e sem polipose, os resultados obtidos foram 

diferentes: não se observou aumento de prevalência de S. aureus entre os grupos 

doentes e não foram sustentados os resultados descritos anteriormente63. 

 

 

2.6.3 Polipose nasossinusal eosinofílica e CD4, CD8 e células HLA-DR+ 

 

Mudanças locais no número de células T possivelmente resultam em 

alteração na defesa celular imunomediada e participam na patogênese da 

PNSE64.  A inflamação eosinofílica é orquestrada pelas células T, representada 

por uma mistura de CD4+ e CD8+. 

Também células não linfoides, como as HLA-DR+ (como os macrófagos), 

são abundantes no estroma dos pólipos e regiões epiteliais da concha média. 

Células epiteliais dos pólipos têm expressão aumentada de HLA-DR, mostrando o 

papel ativo na PNSE e reação inflamatória intensa. Por outro lado, essas células 

HLA-DR+ podem ativar o linfócito CD8+ e suprimir a resposta inflamatória65,66. 

O papel do CD4 e CD8 na PNSE continua controverso. Avaliando a 

expressão dos marcadores de superfície e secreção de citocinas, constatou-se 

que as células T representam 85% dos linfócitos do pólipo nasal, com predomínio 

de CD8 sobre CD467,68. Confirmou-se que os linfócitos T são mais prevalentes do 

que os linfócitos B. Encontram-se agregados ao redor de macrófagos, em 
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agrupamentos subepiteliais e paraglandulares, com predomínio de linfócito T 

supressor/citotóxico sobre helper/inducer 69. 

Outras pesquisas mostram baixa de CD4 na concha inferior e no pólipo 

nasal. Trabalhos realizados após cirurgia endoscópica, com análise de CD4 e 

CD8, apuraram aumento de CD4 nos seis primeiros meses que se seguiram à 

cirurgia, com nova queda um ano após a intervenção70. A ocorrência de PNSE 

está, portanto, provavelmente associada a distúrbios relacionados ao linfócito T71. 

Nenhuma correlação foi encontrada entre CD4 e taxa de recorrência da PNSE, o 

que evidencia patogênese mais complexa72. 

Comparando trabalhos anteriores, investigou-se a origem desses linfócitos. 

Foram encontrados linfócitos no pólipo nasal em porcentagens significativamente 

diferentes das encontradas no sangue periférico. Com base nessa diferença da 

distribuição de linfócito T no pólipo, os autores sugeriram que a origem do linfócito 

pode ser outra além do sangue periférico e que a existência de produção local 

pode resultar de irritantes externos como fungos, bactérias ou outras ainda 

desconhecidas64. Não houve diferença significativa na subpopulação de linfócito 

de indivíduos atópicos e não atópicos e, por isso, a subpopulação de linfócitos do 

pólipo nasal pode ser derivada do sistema imune local, assim como da migração 

dos linfócitos periféricos, secundários às moléculas de adesão e quimiocinas 

presentes nos pólipos. 

 

 

2.6.4 Fatores estimuladores de colônia, células estruturais e teoria autócrina 

 

 Os fatores estimuladores de colônia (CSF) influenciam a proliferação e 

diferenciação de granulócitos e são liberados por células do estroma como 

monócitos ativados, linfócitos e eosinófilos. Esses são definidos de acordo com o 

tipo de granulócito em que atuam, como, por exemplo, GM-CSF. Essa citocina é 

principalmente produzida por eosinófilos. Nos pólipos, cerca de 30% dos 

eosinófilos apresentam expressão genética para GM-CSF. Existem evidências de 

efeito autócrino do GM-CSF, derivado do eosinófilo, no aumento da sobrevida 

dessas células, migração e viabilização de sua função prolongada, com liberação 

de major basic protein (MBP), ECP, eosinophil-derived neurotoxin (EDN) - 

neurotoxina derivada do eosinófilo - e mediadores lipídicos (teoria autócrina). 
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Portanto, essa célula está sob efeito do GM-CSF e também se torna um produtor 

desse fator73,74. 

Em meios de cultura os eosinófilos do pólipo nasal produzem GM-CSF e 

permanecem viáveis por mais tempo que os eosinófilos originários do sangue 

periférico75. 

Foi demonstrada, em 1991, a capacidade dos fibroblastos das vias aéreas 

superiores em liberar GM-CSF in vitro76. Fibroblastos derivados de pólipos nasais 

liberam GM-CSF em grande quantidade quando comparados com fibroblastos de 

mucosa normal e, talvez, exista um fenótipo diferente para o fibroblasto associado 

à PNS. Esses estudos sugerem que um desajuste na função efetora das células 

estruturais possa ser importante fator no processo inflamatório crônico77-79. 

Revisando a teoria microambiental do acúmulo de eosinófilos com base na 

habilidade de indução de meios de cultura de células epiteliais em diferenciar 

células progenitoras hematopoéticas da leucemia mieloide in vitro, concluiu-se 

que células epiteliais de pólipos são muito mais capazes de induzir essa 

diferenciação monocítica quando comparadas com culturas de células epiteliais 

de mucosa normal e alérgica. Nos meios de cultura de epitélio polipoide também 

foi detectado GM-CSF em alta concetração74. 

A interleucina 5 aumentou a sobrevida de eosinófilos isolados do sangue 

periférico de pacientes com pólipo nasal. A IL3, IL5 e GM-CSF apresentam efeitos 

sinérgicos, com sobrevida significativamente maior80. 

Utilizando células epiteliais de pólipos nasais, constatou-se redução de 

GM-CSF após uso de corticoide. Sugeriu-se que a diminuição da eosinofilia 

tecidual com tratamento clínico pode ser devida, em parte, à diminuição de 

produção de GM-CSF entre outras citocinas81. 

Portanto, fibroblastos e células epiteliais promovem reação inflamatória 

contínua nos pólipos, regulando a sobrevivência, proliferação e ativação de 

granulócitos, bem como diferenciação de células hematopoéticas76,77. 

 

 

2.6.5 Fatores de crescimento, moléculas de adesão e citocinas 

 

Na inflamação crônica dos pólipos, há interação entre células e moléculas, 

incluindo neuropeptídeos, citocinas, fatores de crescimento e moléculas de 
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adesão. Independentemente do que possa levar ao desenvolvimento da PNSE, 

as reações locais no pólipo conduzem ao acúmulo de eosinófilos, com a 

participação importante de fibroblastos, células endoteliais, mastócitos, 

macrófagos. Existem várias citocinas, entre elas o fator transformador de 

crescimento beta-1 (TGF-1), com forte impacto no comportamento das células 

estruturais como os fibroblastos. Essa é uma proteína multifuncional, que modula 

a expressão genética do colágeno, inibe enzimas como colagenase e tem grande 

distribuição no tecido polipoide, sendo expressa por 50% dos eosinófilos da 

PNSE. O TGF-1 é uma importante citocina fibrogênica, que estimula a formação 

da matriz extracelular, age como quimioatraente de fibroblastos e inibe a síntese 

de IL5. No pólipo é encontrada em sua forma inativa62,82. Ocorre em baixa 

concentração na PNSE, principalmente em não alérgicos, associado a aumento 

de IL583,84. 

O TGF-1 é produzido por linfócitos, macrófagos, eosinófilos e fibroblastos. 

Estimula a apoptose dos eosinófilos85 e tem importante papel na regeneração 

celular. Pode agir como pró-fibrótico e anti-inflamatório na PNSE, diminuindo a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias, como eotaxina. In vitro, a estimulação de 

fibroblastos de pólipos nasais leva à formação de áreas de fibrose nas regiões de 

maior concentração de TGF-1. E nos locais associados a edema e pseudocisto 

ocorre relativa ausência de TGF-1 e fibrose. Tem efeito antagônico à IL5 e na 

regulação da resposta inflamatória TH2. Sua baixa concentração na PNSE se dá 

por meio de mecanismos específicos ainda não definidos14,36,86.   

O TGF-1 é capaz de anular o efeito prolongado de IL5, IL3 e GM-CSF na 

sobrevida do eosinófilo e na apoptose, o que explicaria a associação de sua baixa 

expressão em doença eosinofílica como a PNSE87. Pacientes com PNSE não 

tratados, comparados ao grupo-controle, apresentam altas concentrações de IL5, 

eotaxina e ECP e baixa concentração de TGF-1. Após tratamento, verifica-se 

redução de IL5, ECP e albumina e aumento de TGF-159. 

Além da ação de regular a produção de proteínas extracelulares, 

apresenta efeitos de inibição nos linfócitos, macrófagos e neutrófilos. O TGF-1 

pode induzir sua produção autócrina pelo fibroblasto88-92. 
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A utilização de antiTGF-1 para tratamento de feridas diminui as cicatrizes 

e células inflamatórias por mais de 45 dias; o pico TGF-1 é registrado cinco a 

sete dias  após o trauma85. 

           A regulação do TGF-1 se dá principalmente em nível pós-transcrição. É 

secretada como pequenos complexos latentes que não se ligam a seus 

receptores. Existe, portanto, uma reserva extracelular. Juntamente com o TGF-1, 

a IL10 se encontra em locais de inflamação e ambos cooperam na resolução da 

inflamação. O TGF-1 pode induzir a produção de IL10 e esta facilitar a atividade 

do TGF-1. Essa coincidência sugere um defeito de regulação pelas células T 

reguladoras na resposta inflamatória e sua cronicidade93. 

Pacientes com PNSE apresentam aumento de transcrição de TGF-1 em 

resposta ao tratamento com IL4, sugerindo um mecanismo mediador da IL494.          

A análise da ação do TGF-1 na produção de eotaxina demonstrou que seu efeito 

é dependente da IL4. 

 A importância da quimiocina eotaxina na atração de eosinófilos já está 

demonstrada e sua expressão evidenciada na PNSE, na qual tem importante 

papel no acúmulo de eosinófilos, induzindo a migração dessas células para fora 

do vaso sanguíneo 89,90. 

O recrutamento de eosinófilos envolve várias etapas: a adesão e migração 

ao endotélio vascular - que dependem de moléculas de adesão - e posterior 

migração na matriz extracelular - que depende de citocina quimiotáxica -, através 

de receptores transmembranosos (CCR3). A eotaxina (quimiocina C-C) dirige a 

migração de células circulantes ao seu destino local e exerce também atividade 

quimiotáxica para basófilos e linfócitos TH2. Vários estudos em pólipos de 

pacientes com PNSE demonstram a expressão mRNA e proteínas de eotaxina 1 

e 2 em atópicos e não atópicos. Essas possuem funções semelhantes em tempos 

diferentes de um processo inflamatório, portanto, podem perpetuar o mesmo. São 

fontes dessas quimiocinas os macrófagos, eosinófilos, fibroblastos, células T e 

células epiteliais31. 

Em seres humanos, o mRNA para eotaxina é encontrado em lesões 

inflamatórias intestinais, como colite ulcerativa e doença de Crohn, na mucosa 

das vias aéreas de pacientes com asma e rinite alérgica. A eotaxina coincide com 

a existência de eosinófilos e está presente em algumas células do endotélio 
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vascular e em células da lamina própria de pólipos. A positividade no eosinófilo é 

encontrada principalmente em indivíduos com PNSE associada à asma95.  

Existe ação sinérgica de IL4 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-) na 

indução de produção de eotaxina pelos fibroblastos. Essas células constituem 

uma família heterogênica, expressando diferentes fenótipos e características 

funcionais conforme o tecido de origem ou estado do mesmo, se doente ou sadio. 

O TNF- tem efeito sinérgico também com IL13 na produção de eotaxina90,96. 

IL4 e lipossacáride (LPS) - abundante na membrana da maioria das 

bactérias Gram-negativas - têm efeito na indução de altas concentrações de 

eotaxina após 24 horas em cultura contendo fibroblastos nasais97. Esse efeito 

sinérgico induz também a expressão da molécula 1 de adesão da célula vascular 

(VCAM-1), que tem papel-chave na facilitação de infiltração de eosinófilos em 

inflamações eosinofílicas crônicas. O modo de ação é desconhecido, mas a IL4 e 

o LPS devem agir separada e cooperativamente98. A condição do nariz como 

receptor de estímulos potencialmente danosos faz com que se torne sede 

frequente de processos inflamatórios como a PNSE. Antagonistas de CCR3 

podem ser efetivos na PNSE. Trabalhos com antagonistas desses receptores 

demonstraram bloqueio da atividade eosinofílica99. 

 Eotaxina juntamente com IL5 tem papel-chave na atração de eosinófilos, 

como foi comprovado em estudo em 950 pólipos, sugerindo que a infiltração 

eosinofílica está relacionada ao aumento da expressão genética de eotaxina62,55. 

A IL5, in vitro, desempenha papel de quimioativação, migração 

transendotelial, liberação de proteína catiônica citotóxica e aumento da sobrevida 

dos eosinófilos. Em estudo imuno-histoquímico de tecido polipoide foi enfatizada  

a diferença de concentração de IL5 em relação ao grupo-controle100. Elevado 

aumento de ácido ribonucleico (RNA) para IL5 pode ser detectado no pólipo e tem 

expressão semelhante em alérgico e não alérgico101. 

O estudo da IL5 e seus receptores é importante para o tratamento das 

doenças associadas à eosinofilia. Células humanas que expressam receptores 

para IL5 são principalmente eosinófilos, basófilos e seus precursores e músculo 

liso dos brônquios. A concentração dos receptores solúveis é importante para 

acompanhamento da PNSE. O padrão de expressão do receptor alfa secretado 

da IL5 de pacientes com PNSE revelou concentração significativamente 

aumentada. Os receptores podem aumentar até 1.200 vezes e podem distinguir 
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os pacientes responsivos dos não responsivos ao tratamento clínico100,101. Porém 

o estudo do bloqueio de IL5 é muito mais difícil in vivo do que in vitro. 

A patogênese de formação dos pólipos nasais pode ser multifatorial, com  

importante participação de IL5 e perda seletiva local de TGF-159. 

 

 

2.7 Apoptose 

  

A inibição da apoptose celular dos eosinófilos que permanecem ativados 

determinando eosinofilia e danos teciduais é fator primordial na PNSE102. O 

aumento de expressão da IL5 parece ser fundamental para a diminuição da 

apoptose dos eosinófilos em processos alérgicos e o aumento de GM-CSF em 

processos inflamatórios49. Pouco se sabe sobre os reguladores da apoptose dos 

granulócitos.  

A mitocôndria libera fatores pró-apoptóticos, por mecanismo ainda não 

conhecido. A vida curta dos granulócitos pode ser prolongada por citocinas com 

propriedades antiapoptóticas. O bloqueio de IL5 e GM-CSF é uma forma 

terapêutica para tratamento da PNSE. Glicocorticoides e antiCD4 reduzem a 

produção de IL5 pelas células T103. O glicocorticoide atua alterando os receptores 

de superfície para moléculas reguladoras, agindo de maneira oposta em 

eosinófilos e neutrófilos. Enquanto diminui o número de eosinófilos, leva à 

neutrofilia. 

Em relação aos reguladores da apoptose, têm importância conhecida os 

receptores Fas e membros da família TNF/NGF (fator de crescimento neural). Os 

eosinófilos expressam receptores Fas. Interação entre Fas ligante/Fas receptor é 

importante para indução da ativação da morte celular e redução da resposta 

imune. A ativação de eosinófilos de indivíduos normais leva rapidamente à 

apoptose dessas células, o que não ocorre em indivíduos eosinofílicos, mesmo 

com expressão normal do receptor, sugerindo que a apoptose passa por outros 

sistemas de regulação104. 

No tocante à família de receptores B cell lymphoma (Bcl), somente BCL 

associated protein X (Bcl-xl), antiapoptótico, e Bax (indutor da apoptose) são 

importantes no mecanismo de morte celular. O GM-CSF e a IL5 aumentam os 

níveis de mRNA para Bcl-xl, diminuindo a apoptose. Bax não se altera com a 
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ação do GM-CSF103. A dexametasona é capaz de inibir o efeito antiapoptótico de 

GM-CSF em eosinófilos105. 

Estudo histopatológico concluiu que a MMC é eficaz na indução de 

apoptose de eosinófilos presentes em estroma de pólipos nasais eosinofílicos  

tratados com MMC 400 mcg/mL durante cinco minutos105. 

 

 

2.8 Mitomicina C 

 

A MMC é produzida por Streptomyces caespitosus. Inicialmente usada 

como antibiótico, mostrou, posteriormente, ter atividade antitumoral, impedindo a 

síntese de DNA e RNA. Inibe a mitose quando utilizada em altas 

concentrações106,107. Em 1990 foi reconhecida como agente antiproliferativo e 

detentor do crescimento de fibroblastos32,85. 

Ao diminuir a proliferação de fibroblastos, a MMC inibe a formação de 

colágeno e tecido de granulação. Exibiu também efeito seletivo, inibindo genes 

induzidos108. Exposição transoperatória à MMC tem revelado melhores resultados 

cirúrgicos em animais e seres humanos, sem efeitos colaterais. As doses tópicas 

utilizadas variam de 0,001 mg/mL, dose mínima antiproliferativa, a 1,0 mg/mL. As 

altas doses são citotóxicas para os fibroblastos e baixas doses têm efeitos 

antiproliferativos. O tempo varia de três a cinco minutos do uso tópico em 

superfícies usando-se cotonoides. Alguns autores acentuam que os fibroblastos 

começam a recuperar-se em duas a três semanas após a aplicação de MMC, 

enquanto outros preconizam efeito mensurável na proliferação celular durante 36 

a 48 dias, in vitro. A dose tópica mais utilizada é de 0,4 mg/ml durante cinco 

minutos109,32. Quando usada por meio tópico, tem efeito dependente do tempo e 

da concentração da exposição. Quanto mais longo o tempo e maior a 

concentração, mais forte o efeito biológico. 

A MMC tem largo espectro de ação na inibição da proliferação de muitas 

linhagens celulares. Foi investigada como agente antiproliferativo em cultura de 

fibroblastos humanos, utilizada na concentração de 0,4 mg/mL. Na concentração 

de 1 mg/mL foi citotóxica para fibroblastos cultivados. O mecanismo para essa 

redução é o bloqueio da síntese de DNA, das mitoses e da síntese proteica, 

sendo ativa independentemente da fase do ciclo celular110. 
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Em oftalmologia, tem sido usada para dacriocistorrinostomia107, 

trabeculectomia e pterígio32, entre outros procedimentos. Tecido subconjuntival e 

esclera de coelhos tratados durante cinco minutos com MMC foram avaliados 

quanto à proliferação de fibroblastos pós-cirurgia. Evidenciou-se prolongada e 

significativa diminuição da população celular111. 

A ação da MMC na contagem de células endoteliais em pacientes 

operados de pterígio e sob ação de MMC 0,02% mostrou efeito deletério no 

endotélio da córnea um mês após a cirurgia, diferente dos achados de outros 

estudos. Isso pode ser explicado pelo tipo de cirurgia, diferença de concentração 

e tempo de aplicação da MMC32. 

Altas doses podem provocar glaucoma grave, edema e perfuração da 

córnea, irite, catarata e calcificação da esclera. A MMC tem sido usada trans, pré 

e pós-operatória. Em aplicação tópica, tem eficácia, prevenindo recorrências em 

pterígios, com poucas complicações em doses de 0,04% como terapia 

coadjuvante112. 

O efeito da MMC em queimaduras cutâneas em porcos não produziu 

diferenças histológicas e clínicas entre o grupo-alvo e o grupo-controle, nem 

melhora na cicatrização e na contratura, talvez por induzir diferentes respostas 

em epitélio queratinizado em relação ao não queratinizado e pelo modo de 

aplicação. Em porcos não ocorreu reversibilidade do depósito fibroproliferativo 

presente em ferida cirúrgica113. 

A avaliação dos efeitos antiadesivos da MMC e da estreptopeptidase por 

meio de visão macroscópica e pelo nível de hidroxiprolina em ratos submetidos à 

cirurgia abdominal não confirmou diferença significativa. Ambos mostraram 

redução de aderências pós-operatória em relação ao grupo-controle107.  

  A MMC reduziu cicatrizes em estenose subglótica, atresia de coana, 

antrostomia maxilar, miringotomias, mas seu mecanismo ainda não está 

totalmente conhecido. O retardo na formação de tecido cicatricial favorece a 

epitelização de aberturas induzidas na antrostomia maxilar109. 

 Outra teoria defende que a MMC exerce sua atividade antifibrótica, 

suprimindo a migração e proliferação celular e, em altas concentrações, a síntese 

de proteína e RNA112. Após realização de fístula na esclera por laser, os autores 

observaram não ocorrer neossíntese nem repolimerização do colágeno destruído 

pelo laser na presença de MMC. 
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Demonstrou-se, por meio de análise pela PCR após aplicação de MMC na 

pele de ratos, que genes envolvidos na cicatrização são mais afetados do que 

outros, preferencialmente os que estão sendo induzidos e, principalmente, se for 

aplicada antes da indução108. 

Após aplicação por cinco minutos, induziu, in vitro, a apoptose de 

fibroblastos humanos cultivados da cápsula de Tenon. A população de células 

apoptóticas aumentou no quarto dia e se manteve por uma semana. A MMC teria 

efeito nos fibroblastos não só pela ação antiproliferativa, mas também pelo grau 

de apoptose induzida114. 

Em seres humanos, a MMC foi aplicada na reconstrução traqueal, no 

enxerto autólogo da conjuntiva para tratamento de pterígeo recorrente113; na 

abordagem de glaucomas de difícil controle115; na descompressão do saco 

endolinfático116; nas estenoses subglóticas117; na membrana timpânica em 

pacientes portadores de otite serosa118. 

 Em cavidades de mastóide de porcos na concentração de 0,04 mg/mL,  

induziu-se significativa diminuição de formação de tecido de granulação, fibrose e 

vascularização119. 

Comprovou-se a capacidade da MMC em diminuir o número de receptores 

para TGF- e fator de crescimento epidermal e diminuição do colágeno tipo 1 e  

produção de fibronectina120. Estudos mostraram inibição da viabilidade de 

fibroblastos da mucosa nasal humana, cultivados e tratados com MMC 0,1-0,4 

mg/mL durante um e cinco minutos. A taxa de inibição foi mais baixa com a dose 

de 0,1 mg e de 31% com a concentração de 0,4 mg/mL121. 

Analisou-se o efeito da MMC tópica aplicada após antrostomia maxilar de 

10 coelhos e sua relação com o risco de estenose e processo cicatricial da 

mucosa nasal. As antrostomias foram avaliadas por três semanas após a cirurgia, 

com medidas precisas. Das 10 aberturas do grupo-controle, sete estavam 

fechadas e somente uma do grupo tratado com MMC. O processo de 

reepitelização não foi afetado. Portanto, permitiu antrostomias maiores, sem 

efeitos colaterais122. 

 Em 55 pacientes, foi aplicado cotonoide com 1 mL (0,4 mg/mL) de MMC 

no meato médio durante procedimentos cirúrgicos endoscópicos nasais para 

avaliação quanto à sinéquia e às alterações mucosas: 29% apresentavam 

sinéquias - bilaterais em 10,9% e unilaterais em 18%. Em pacientes tratados com 
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MMC, 3,6% apresentaram sinéquias unilaterais e 14,5% no grupo-controle, 

portanto, com redução significativa de sinéquias123. Enquanto após aplicação de 

MMC, 0,5 mg/mL no meato médio durante cinco minutos, a avaliação de presença 

de sinéquias em uma série de cirurgias endoscópicas durante três meses não 

mostrou efeitos adversos e o resultado de 31% de sinéquias e estenoses não 

destacou diferença significativa120.  

A análise da formação de sinéquia e manutenção da antrostomia em 

pacientes submetidos à cirurgia alargada endoscópica mostrou redução 

significativa durante curto período no pós-operatório, mas os resultados foram 

semelhantes aos do grupo-controle em longo prazo. Outros autores não notaram 

diferença significativa na extensão da antrostomia pós-meses de uso de MMC124. 

No seio frontal, a aplicação em pós-operatório na dose de 0,5 mg/mL não reduziu  

a estenose do recesso frontal125. 

Na atresia de coana, investigou-se o efeito da MMC na redução da 

reestenose, utilizando MMC 0,4 mg/mL aplicados na coana durante três minutos. 

Obteve-se significativa diminuição da necessidade de stent e abertura coanal pós-

operatória126. 

Em estenose laringotraqueal, a MMC aplicada topicamente em pacientes 

submetidos à laserterapia para tratamento de granuloma recorrente traqueal 

mostrou ser efetiva como coadjuvante com uma única dose de 0,1-0,2 mg/mL. 

Mas existem muitas controvérsias e trabalhos sem grupo-controle. Em outro 

estudo que resultou em estenose traqueal após aplicação de altas doses de 

MMC, postulou-se como possível explicação a inibição, além de fibroblastos, de 

outros processos reparadores de lesão - como o suprimento vascular - e que, o 

processo antiproliferativo favorece a necrose sem prevenção do processo 

inflamatório e acúmulo de debris125. 

A MMC tem efeito benéfico, mas não previne completamente a estenose 

laringotraqueal. Um antiTGF- seria um possível tratamento para estenose. Na 

literatura, o TGF- tem significativo papel no desenvolvimento da estenose 

subglótica que ocorre após intubação prolongada, traqueostomia ou trauma. E o 

tratamento inclui aplicação de MMC e laserterapia85.  

Várias concentrações foram utilizadas, variando de 0,02 a 0,04 mg/mL em 

conjuntivas pós-operadas113; 0,5 mg/mL por cinco minutos via transconjuntival em 

coelhos112; 0,1 mg/mL tópico por dois minutos na mucosa traqueal, em 
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humanos127  0,1 mg/mL durante cinco minutos na subglote de cães, seguidas de 

endoscopias semanais128. 

O valor da aplicação tópica da MMC foi ressaltado na manutenção da 

antrostomia, que permaneceu alargada durante um mes124. O tempo e a 

concentração continuam em debate. As respostas ao tratamento com MMC são 

diferentes conforme as afecções e dosagens. Na dacriocistorrinostomia, tem 

sucesso entre 94 e 100%, também com resultado na cirurgia a laser para 

estenose de traqueia. Histologicamente, leva à formação de vacúolos 

citoplasmáticos e perda de tecido subepitelial, conduzindo à inibição da 

granulação. O epitélio volta ao normal em duas semanas, em experiência com 

coelhos. A MMC não leva à lesão irreversível da mucosa. 

A toxicidade sistêmica da MMC em uso tópico não foi observada em 

humanos, conforme publicações anteriores. É considerada segura, não provoca 

sangramento nasal, necrose ou infecção quando usada em dacriocistorrinostomia 

externa129. 

Por meio de microscopia eletrônica constatou-se ausência de lesão ciliar 

permanente usando MMC tópica na concentração de até 1 mg/mL em mucosa 

sinusal sadia. A função ciliar inicialmente bloqueada normalizou-se em uma 

semana, sem apresentar, portanto, dano permanente aos cílios109. 
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3 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

 

Trata-se de estudo comparativo, transversal, com controle pareado, sendo 

que a intervenção foi o uso da mitomicina C (variável independente) sobre a 

expressão de citocinas inflamatórias (variáveis dependentes) relacionadas à 

PNSE. 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa, COEP=076 

(ANEXO A), e faz parte de uma linha de pesquisa de mitomicina C em seres 

humanos em continuação de análise anterior aprovada como tese de mestrado. 

Todos os participantes foram informados sobre o risco e benefício da participação 

neste estudo e deram o consentimento de participação por escrito. O termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) está descrito no APÊNDICE A. 

 

 

3.1 Pacientes 

 

 A casuística foi composta de 26 pacientes, sendo 14 do gênero feminino e 

12 do masculino. A idade variou entre 34 e 72 anos (média 51); 20 pacientes com 

diagnóstico polipose nasossinusal eosinofílica e seis com diagnóstico de 

adenoma de hipófise não produtores de hormônio, atendidos no ambulatório de 

Otorrinolaringologia do Hospital São Geraldo, Universidade Federal de Minas 

Gerais (UFMG).  

 

 

3.1.1 Critérios de diagnóstico 

 

Pacientes com sintomas de obstrução nasal, secreção ou congestão nasal, 

hiposmia e dor ou pressão facial com duração de mais de 12 semanas. 

Ao exame físico, constatação de pólipos ocluindo total ou parcialmente as 

cavidades nasais e biópsia com eosinofilia acima de 30%. 



 39

Tomografia computadorizada da face apresentando imagens de densidade 

de partes moles nos seios maxilares e etmoidais e presença ou não de doença 

nos seios esfenoidais e frontais. 

Pacientes com diagnóstico de adenoma de hipófise e mucosa do seio 

esfenoide normal à tomografia computadorizada. 

 

 

3.1.2 Critérios de inclusão 

 

 Pacientes maiores de 18 anos que assinaram o TCLE. 

 Pacientes com diagnóstico definido de PNSE ou de adenoma de hipófise. 

 Pacientes com indicação cirúrgica da PNSE e para o adenoma de hipófise. 

via transesfenoidal. 

 

 

3.1.3 Critérios de exclusão  

 
Foram excluídos pacientes com diagnóstico de polipose e doenças 

mucociliares, intolerância aspirínica, sinusite fúngica alérgica, 

imunocomprometidos e que apresentaram mucina alérgica no transoperatório.  

 

 

3.2 Metodologia  

 

Os pacientes selecionados seguiram o tratamento pré e pós-cirúrgico de 

rotina do serviço. Receberam 40 mg de corticoide oral (predinisona) três dias 

antes e cinco dias após a cirurgia endoscópica, associado à amoxicilina durante 

três dias antes e 11 dias após o tratamento cirúrgico, além de limpezas com 

solução salina 0,9%. O início do corticoide tópico (budesonida) foi no 10º dia pós-

cirúrgico. Todas as cirurgias foram realizadas pelo autor desta pesquisa em 

trabalho de equipe utilizando a mesma técnica. 

O seio maxilar foi o escolhido para uso tópico da MMC, por apresentar 

mucosa com probabilidade de conservação e acesso mais fácil para segunda 

biópsia. 
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3.2.1 Delineamento do estudo 
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FIGURA 1 – Delineamento do estudo. 

 

A coleta do material para análise foi realizada ao final da cirurgia, após 

controle do sangramento, aspiração dentro dos seios maxilares e limpeza com 

solução salina, utilizando a pinça Blakesley®. Padronizou-se a parede posterior 

dos seios maxilares direito e esquerdo como local da biópsia. 

Os espécimes de mucosa foram enviados ao laboratório a fresco, 

acondicionados em ambiente estéreo, onde foi resfriado a menos 80ºC até a 

análise da expressão das citocinas. 

A mucosa do seio maxilar esquerdo dos pacientes com PNSE foi definida 

como aquela que seria tratada com mitomicina C. A mucosa do seio maxilar 

direito (controle pareado) dos pacientes com PNSE e do seio esfenoidal (controle) 

dos pacientes com adenoma de hipófise não sofreu qualquer intervenção.  

A mitomicina C foi aplicada com um cotonoide embebido com 3 mL da 

medicação na concentração de 0,5mg/mL. 
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Esta foi colocada na parede posterior do seio maxilar esquerdo durante 

cinco minutos. 

No 21º dia, os pacientes foram submetidos à nova biópsia nos seios 

maxilares para nova análise de citocinas em âmbito ambulatorial, com utilização 

de pinças semelhantes, luvas e tubos de eppendorf estéreis e também 

acondicionados à temperatura de -80 graus centígrados.   

Todas as análises foram efetuadas no Centro de Pesquisas René Rachou 

- Fiocruz - Laboratório de Biomarcadores de Diagnóstico e Monitoração de Belo-

Horizonte. 

 

 

3.2.2 Análise da expressão gênica por RT-qPCR 

 

3.2.2.1 Extração de RNA total 

 

A extração do RNA total das amostras de mucosa do seio maxilar direito e 

esquerdo bem como da mucosa do seio esfenoidal foi realizada com o kit RNeasy 

Mini (Qiagen, Valencia, CA, Estados Unidos da América - EUA), segundo o 

protocolo sugerido pelo fabricante para a extração de RNA total de tecidos. A 

concentração foi determinada por leitura da absorbância a 260 e 280 nm no 

espectofotômetro NanoDropR ND-1000 (Thermo Fischer Scientific, 

Massachusetts, EUA). Para avaliar a qualidade do RNA total extraído, todas as 

amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose sob condições 

desnaturantes. Aproximadamente 1 g do RNA total foi misturado com tampão 

contendo 7 M de ureia, 30% de glicerol, 0,25% de azul de bromofenol, 0,6% de 

SDS, 60 mm de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) e aquecido a 65ºC por 10 

minutos, resfriado em gelo por dois minutos e fracionado em gel de agarose 1% 

em TAE 1X (0,04 M de TRIS acetato e 1 mM de EDTA) contendo 0,5 g/mL de 

brometo de etídio. A análise da integridade do RNA foi feita avaliando-se a 

relação entre as bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S. Nas 

amostras em que a proporção dos transcritos ribossomais 28S/18S foi superior a 

um, a integridade na população de RNA mensageiros estava também preservada 

(FIG. 2). 
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FIGURA 2 - Gel de agarose 1,0% corado com brometo 

de etídeo evidenciando três amostras de RNA total 

extraídos no estudo e com integridade preservada pela 

análise da relação favorável entre as bandas 

correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S. 

 

 

3.2.2.2 Síntese de cDNA 

 

A transcrição reversa (RT) foi realizada com o kit ImProm IITM Reverse 

Transcription System (Promega, Madison, WI, EUA), seguindo o protocolo 

sugerido pelo fabricante. Resumidamente, 50 ng de RNA total extraído, 1,0 µL do 

oligo randomizado hexâmero a 0,5 µg/µL e água tratada com diethylene 

pyrocarbonate (DEPC) (Sigma, St. Louis, MO, EUA), totalizando 11,1 μL de 

reação, foram aquecidos a 70ºC por 10 minutos e resfriados em banho de gelo 

por cinco minutos. A transcrição reversa randômica foi realizada com adição de 

4,0 μL de ImProm-IITM 5X Buffer, 2,4 μL de cloreto de magnésio (MgCl2) a 25,0 

mM; 1,0 μL de desorribonuleotídeo trifosfatado (dNTP) Mix a 10 mM, 0,5 μL de 

inibidor de ribonuclease (RNasin) a 40 U/μL e 1,0 μL de ImProm-II™ reverse 

transcriptase. A mistura foi incubada a 25ºC por cinco minutos e 42ºC por uma 

hora. Para inativação da enzima a reação foi incubada a 70ºC por 15 minutos e 

18 

28s 
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armazenada à temperatura de -20ºC até o momento da amplificação por PCR em 

tempo real.  

 

 

3.2.2.3 Escolha dos iniciadores 

  

Os iniciadores para o genes IL5, CCL24(eotaxina), GM-CSF, TGF-β1 e 

beta-actina (ACTB) foram selecionados com base em levantamento bibliográfico, 

obedecendo aos seguintes critérios de validação: 

 Conteúdo de C+G entre 50-60%; 

 tamanho de 18-22 bases; 

 temperatura de fusão (Tm) entre 58-60ºC; 

 evitou-se utilizar iniciadores com mais de quatro bases em sequência de C 

e/ou G e com mais de 2 C ou G nas cinco últimas bases da extremidade 3`; 

 variação do tamanho dos amplicons de 50 a 150 pares de bases (pb); 

 sequências que estavam entre junções de exons e introns.  

 

As concentrações dos iniciadores senso e antissenso foram estabelecidas 

a partir da construção de um matriz de iniciadores em uma reação de RT-qPCR 

com ácido desoxirribonucleico complementar (cDNA) proveniente de amostra da 

mucosa do seio esfenoidal ou grupo-controle. Foi usado o reagente SYBR® Green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido) e condições de 

ciclagem universal: 95ºC por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95ºC por 15 s e 

60ºC por um minuto no aparelho ABI Prism 7000 Sequence Detection System 

(Applied Biosystems). Para cada reação com os iniciadores e ao final de 40 ciclos 

foi realizada a análise da curva de dissociação com a finalidade de determinar a 

ocorrência de amplificações inespecíficas. A análise foi realizada pelo software 

7000 System SDS (Applied Biosystems).  

As concentrações estabelecidas foram de 0,6 µM para os iniciadores 

correspondentes ao gene TGF-β1; 1,2 µM para iniciadores correspondentes ao 

gene CCL24, todos utilizando 1 µL de cDNA e 3,0 µM para iniciadores 

correspondentes aos genes IL5 e CSF2, utilizando 2,0 µL de cDNA. Para os 

iniciadores correspondentes ao gene ACTB ficou estabelecida a concentração de 
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0,15 µM usando 1,0 ou 2,0 µL de cDNA, conforme a padronização para os demais 

genes. 

 

 

3.2.3 Reação de qPCR 

 

3.2.3.1 Avaliação da uniformidade dos níveis de expressão do controle endógeno 

 

Para uso como controle endógeno, foi escolhido o gene ACTB. A 

uniformidade de expressão deste gene candidato foi avaliada por RT-qPCR em 

amostra de cDNA proveniente da mucosa do seio esfenoidal ou grupo-controle; 

10 amostras de mucosa do seio maxilar direito no tempo zero da realização da 

cirurgia (cinco amostras) e 21 dias após a cirurgia (cinco amostras); e, ainda, 10 

amostras de mucosa do seio maxilar esquerdo no tempo zero da realização da 

cirurgia e tratamento com mitomicina C (cinco amostras) e 21 após a cirurgia e 

tratamento com mitomicina C (cinco amostras). As condições da reação e 

ciclagem foram estabelecidas na etapa de escolha dos iniciadores e otimização 

do ensaio descrita anteriormente e uso de 1,0 µL de cDNA. 

A análise da uniformidade de expressão do controle endógeno ACTB nos 

diferentes grupos de amostras descritos foi realizada por comparação da média 

dos níveis de ciclo threshold (Ct) pela análise de variância (ANOVA), seguida do 

teste de comparações múltiplas de Tukey. Os resultados observados 

evidenciaram que não houve diferença estatística (P>0,05) entre as médias dos  

níveis de Ct nos diferentes grupos de amostras do estudo e uniformidade 

dos níveis de expressão do gene ACTB, escolhido como controle endógeno (FIG. 

3). 
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FIGURA 3 - Gráfico de comparação da média dos níveis de ciclo 

threshold (Ct) pela análise de variância (ANOVA) P=0,1125, 

seguida do teste de comparações múltiplas de Tukey P>0,05.  

 

 

 

3.2.3.2 Validação da eficiência de amplificação dos genes alvo e controle 

endógeno 

 

Para determinar se as reações de amplificação (qPCR) dos genes alvo 

[IL5, CCL24(eotaxina), CSF2(GM-CSF), TGF-β1] e controle endógeno (ACTB) 

apresentam a mesma eficiência, foi avaliado como o ΔCt (Ct alvo – Ct controle 

endógeno) varia com a diluição do template em uma curva-padrão construída 

para uma amostra de RNA total extraído da mucosa do seio esfenoidal ou grupo-

controle (variação da concentração de RNA total: 100 a 0,001 ng). A síntese de 

cDNA bem como a reação de qPCR foram realizadas conforme protocolo 

otimizado e descrito anteriormente. A avaliação das eficiências relativas da 

amplificação foi feita pela análise do slope de uma equação de regressão linear 

resultante de gráficos em que os valores de ΔCt foram comparados ao log da 

diluição do template (100 a 0,001 ng). Se a eficiência dos genes alvo e controle 

endógeno estiverem semelhantes, o valor do slope deverá ser entre -0,1 e 0.1. Os 

valores do slope obtidos para cada equação de regressão linear no estudo das 

    TN           LD0         LD21          LE0           

Expressão do Gene Endógeno 
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eficiências relativas da amplificação entre os genes alvo e controle endógeno do 

estudo estão sumarizados no QUADRO 1. 

  

QUADRO 1  

Sequência de iniciadores forward (FW) e reverse (RV)  

referente aos genes avaliados, número de acesso das sequências  

no GenBank, tamanho do fragmento gerado e eficiência relativa  

da amplificação por qPCR avaliada a partir dos valores do slope 

Gene 
 
 

Sequência de nucleotídeos  
 

(5’ - 3’) 

Número de 
acesso 

GenBank 

Tamanho 
fragmen-
to (PB) 

Fonte 
 
 

Slope 
 
 

Concentra-
ção usada 
na reação 

qPCR 

Volume
cDNA

usado 
reação 
qPCR 

 
IL 5 

 

FW:CTCTGAGGATTCCTGTTCCTGT
RV:CAGTACCCCCTTGCACAGTT 

X12705.1  
105 

Vernal et 
al. (2008) 

2,3339  
3,0 µM 

 
2,0 µL 

CCL24 FW:GCAGGAGCACATGCCTCAA 
RV: GGCGTCCAGGTTCTTCATGTA

AJ223461.1  
113 

Cheadle 
(2007) 

1,5192  
1,2 µM 

 
1,0 µL 

CSF2 FW: CAGCCTCACCAAGCTCAAG 
RV: TGACAAGCAGAAAGTCCTTCA

AF510855.1 146 Valera 
(2008) 

-2,2705  
3,0 µM 

 
2,0 µL 

TGF-β1 FW:CAGCAACAATTCCTGGCGATA
RV:AAGGCGAAAGCCCTCAATTT 

AK307742.1  
136 

Overbergh 
et al.  

(2003) 

0,0083  
0,6 µM 

 
1,0 µL 

ACTB FW: ACCTCATGAAGATCCTCACC
RV: CCATCTCTTGCTCGAAGTCC 

M10277.1 120 Musso et 
al. (1996) 

- 0,15 µM 1,0 ou 
2,0 µL 

 

 

3.2.3.3 Detecção dos níveis de expressão gênica por qPCR 

 

Os ensaios para avaliar a expressão gênica nas amostras de mucosa do 

seio maxilar direito e esquerdo e mucosa do seio esfenoidal ou grupo-controle 

foram realizados utilizando-se 12,5 μL de SYBR™ Green (Applied Biosystems), 

concentrações previamente determinadas para iniciadores correspondentes ao 

grupo de genes do estudo, bem como o volume de cDNA padronizado (QUADRO 

1), perfazendo o volume final de 25 μL de reação. Os ensaios foram feitos em 

duplicata para todos os genes, com o gene ACTB ou controle endógeno presente 

na mesma placa que os genes avaliados. Os valores de baseline e threshold 

empregados foram ajustados para cada ensaio. Os resultados foram expressos 

pelo método 2-ΔCt = 2-(Ct gene alvo - Ct ACTB)130, uma vez que os valores da 
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eficiência de amplificação dos genes alvo e controle não foram equivalentes 

(Slope ≤ -0,1 e ≥ 0,1) (QUADRO 1). Em relação à expressão gênica, os valores 

obtidos pelo método 2-ΔCt foram multiplicados por 1.000 para melhor 

representação gráfica131-137 .  

  

 

3.2.4 Variáveis estudadas e métodos estatísticos 

  

3.2.4.1 Comparação entre os grupos em cada citocina 

  

A comparação de cada uma das citocinas entre a mucosa do seio 

esfenoidal e a mucosa do seio maxilar (ambos os seios) nos momentos zero e 21 

dias (seio maxilar) foi feita pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney.  

As comparações de cada uma das citocinas entre o lado direito e esquerdo 

nos momento zero e momento 21 dias foram realizadas pelo teste pareado de 

Wilcoxon. 

 

 

3.2.4.2 Correlação entre as citocinas 

 

 O grau de associação entre as citocinas em cada um dos grupos 

analisados (tecido normal, lados direito e esquerdo nos momentos zero e 21) foi 

observado a partir da análise do coeficiente de correlação de Spearman. Esse 

coeficiente varia de -1 a +1. Assim, valores próximos de +1 indicam correlação 

positiva forte e de -1 indicam correlação negativa forte. Já valores de correlação 

próximos de zero indicam falta de associação entre as citocinas. 

 

 

3.2.4.3 Análise descritiva  

 

           As quatro citocinas dosadas a partir de RNA foram avaliadas em seis 

pacientes para o tecido normal e em 20 pacientes nos lados direito e esquerdo 

(em ambos os momentos) em pacientes com PNSE. Cabe ressaltar que os 

mesmos 20 pacientes foram avaliados nos dois lados e nos dois momentos. A 
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descrição do número de medidas realizadas está apresentada na TAB. 1. 

  

 

TABELA 1 

Descrição do número de medidas realizadas 

Características Frequência 

Tecido normal 6 

Lado direito  

Momento 0 20 

Momento 21 20 

Lado esquerdo  

Momento 0 20 

Momento 21 20 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Comparações de cada citocina com os grupos (tecidos, lados e momentos) 

  

Nesta seção foram realizadas as comparações para cada uma das quatro 

citocinas estudadas entre os grupos avaliados (tecido normal, lado direito e 

esquerdo, momentos zero e 21). 

 

 Eotaxina (CCL24) 

 

Para o tecido normal observa-se mediana de 0,09, para o tecido doente no 

lado direito no momento zero mediana de 1,08 e no momento 21 mediana de 

0,53. Para o lado esquerdo, mediana igual a 0,75 no momento zero e 0,27 no 

momento 21, (TAB. 2). O gráfico 1 desconsiderou os valores dos outliers.   

 

TABELA 2 

Análise descritiva da eotaxina em seis espécimes de mucosa normal do seio 

esfenoidal e em 20 espécimes de seios maxilares com PNSE nos momentos zero 

e 21 dias após aplicação de mitomicina C no seio maxilar esquerdo   

Grupos N Média DP Mínimo 1º Q Mediana 3º Q Máximo 

Tecido normal 6 0,12 0,1 0,02 0,04 0,09 0,18 0,33 

Lado direito momento 0 20 8,71 20,7 0,04 0,28 1,08 4,03 76,95 

Lado direito momento 21 20 0,69 0,9 0,01 0,10 0,53 0,70 3,83 

Lado esquerdo momento 0 20 2,41 5,1 0,01 0,05 0,75 2,53 22,56 

Lado esquerdo momento 21 20 7,59 31,2 0,02 0,05 0,27 0,83 140,15 

n: número de observações; DP: Desvio-padrão; 1º Q: 1º Quartil; 3º Q: 3º Quartil. 
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GRÁFICO 1 - Box-plot da eotaxina (CCL24) por grupo 

desconsiderando-se a influência dos valores dos outliers 

 

As comparações para eotaxina mostram valores significativamente altos no 

tecido doente no lado direito no momento zero em relação ao tecido normal 

(p=0,006) e para o momento zero na comparação entre cada um dos lados 

(p=0,006 para lado direito e p=0,019 para lado esquerdo). Nas demais 

comparações não houve diferença significativa (TAB. 3). 

 

TABELA 3 

Comparações para eotaxina entre os grupos em seis espécimes de  

mucosa normal do seio esfenoidal e em 20 espécimes de  

seios maxilares com PNSE nos momentos zero e 21 dias  

após aplicação de mitomicina C no seio maxilar esquerdo 

Não pareados  Pareados  

Comparação Valor-p  Comparação Valor-p 

TN x LD 0 0,006¹  LD0 x LD21 0,006² 

TN x LD 21 0,063¹  LE0 x LE 21 0,019² 

TN x LE 0 0,153¹  LD0 x LE0 0,334² 

TN x LE 21 0,212¹  LD21 x LE21 0,601² 

1: Mann-Whitney; 2: Wilcoxon. 
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 GM-CSF (CSF2) 

 

Na descrição da citocina GM-CSF pelos grupos em estudo foi encontrado 

para o tecido normal mediana de 0,39, para o tecido doente no lado direito 1,18 

no momento zero e 1,94 no momento 21. Para o lado esquerdo as medianas: 

5,37 no momento zero e 0,73 no momento 21 (TAB. 4). 

 

TABELA 4 

Análise descritiva de GM-CSF em seis espécimes de mucosa  

normal do seio esfenoidal e em 20 espécimes de seios maxilares  

com PNSE nos momentos zero e 21 dias após aplicação de 

mitomicina C no seio maxilar esquerdo 

Grupos N Média DP Mínimo 1º Q Mediana 3º Q Máximo

Tecido normal 6 1,04 1,3 0,07 0,16 0,39 2,16 3,48 

Lado direito momento 0 20 1,44 1,1 0,25 0,60 1,18 2,29 4,38 

Lado direito momento 21 20 5,41 6,7 0,11 0,78 1,94 10,83 19,57

Lado esquerdo momento 0 20 8,02 8,1 0,10 1,14 5,37 14,80 25,83

Lado esquerdo momento 21 20 26,60 93,2 0,09 0,20 0,73 3,26 414,7

n: número de observações; DP: Desvio-padrão; 1º Q: 1º Quartil; 3º Q: 3º Quartil. 

 

 

 O box-plot apresentado no GRAF. 2 ilustra o comportamento da citocina 

GM-CSF por grupo em estudo, desconsiderando-se os valores dos outliers.  
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    GRÁFICO 2 - Box-plot do GM-CSF (CSF2) por grupo 

 

As comparações entre os grupos para a citocina GM-CSF mostraram que 

houve significância somente quanto se comparou o tecido doente do lado 

esquerdo no momento zero em relação ao tecido doente do lado direito no 

momento zero (p=0,007) (TAB. 5). 

  

TABELA 5 

Comparações para GM-CSF entre os grupos em seis espécimes de 

mucosa normal do seio esfenoidal e em 20 espécimes de seios maxilares 

com PNSE nos momentos zero e 21 dias após aplicação de 

mitomicina C no seio maxilar esquerdo 

Não pareados  Pareados  

Comparação Valor-p  Comparação Valor-p 

TN x LD 0 0,191¹  LD0 x LD21 0,117² 

TN x LD 21 0,784¹  LE0 x LE 21 0,079² 

TN x LE 0 0,879¹  LD0 x LE0 0,007² 

TN x LE 21 0,484¹  LD21 x LE21 0,332² 

 1: Mann-Whitney; 2: Wilcoxon. 

 

 
 IL5 

 

 Na descrição da citocina IL5 por grupos, observa-se no tecido normal a 

mediana de 0,82, para o tecido doente no lado direito momento zero mediana de 
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1,33 e para o momento 21 mediana de 0,78; já para o lado esquerdo verificam-se 

medianas iguais a 4,77 no momento zero e 0,83 no momento 21 (TAB. 6). 

    

TABELA 6 

Análise descritiva de IL5 em seis espécimes de mucosa normal do seio  

esfenoidal e em 20 espécimes de seios maxilares com PNSE nos momentos  

zero e 21 dias após aplicação de mitomicina C  no seio maxilar esquerdo 

Grupos n Média DP Mínimo 1º Q Mediana 3º QMáximo

Tecido normal 6 0,92 0,8 0,03 0,12 0,82 1,64 2,27 

Lado direito momento 0 20 2,79 3,8 0,15 0,60 1,33 2,86 16,46 

Lado direito momento 21 20 2,23 2,9 0,00 0,26 0,78 3,35 9,42 

Lado esquerdo momento 0 20 6,39 6,4 0,17 1,90 4,77 9,68 28,46 

Lado esquerdo momento 21 20 2,01 3,1 0,05 0,36 0,83 1,93 11,92 

 n: número de observações; DP: Desvio-padrão; 1º Q: 1º Quartil; 3º Q: 3º Quartil. 

  

 

No box-plot da citocina IL5 por grupo em estudo, desconsiderando-se os 

valores dos outliers, constatam-se valores extremos para todos os grupos, exceto 

para o tecido normal (GRAF. 3).  
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       GRÁFICO 3 - Box-plot da IL5 por grupo 

                           desconsiderando-se a influência dos valores 

                                                          dos outliers    
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Os valores de IL5 para o tecido doente no lado esquerdo no momento zero 

foram mais altos que os valores do tecido normal (p=0,006), mais altos que os 

valores do lado esquerdo momento 21 (p=0,009) e ainda mais altos que os 

valores do lado direito no momento zero (p=0,044) (TAB. 7). 

 

TABELA 7 

Comparações para IL5 entre os grupos em seis espécimes de mucosa 

normal do seio esfenoidal e em 20 espécimes de seios maxilares com 

PNSE nos momentos zero e 21 dias após aplicação de 

mitomicina C no seio maxilar esquerdo 

 

Não-pareados  Pareados  

Comparação Valor-p  Comparação Valor-p 

TN x LD 0 0,136¹  LD0 x LD21 0,502² 

TN x LD 21 0,543¹  LE0 x LE 21 0,009² 

TN x LE 0 0,006¹  LD0 x LE0 0,044² 

TN x LE 21 0,605¹  LD21 x LE21 0,852² 

1: Mann-Whitney; 2: Wilcoxon. 

 

 

 

 TGF-β1 

 

A descrição da citocina TGF-β1 pelos grupos em estudo apresentou para o 

tecido normal a mediana 2,38; para o tecido doente no lado direito no momento 

zero mediana de 0,67, e no momento 21 mediana de 0,78. Para o lado esquerdo 

as medianas foram iguais a 0,36 no momento zero e 0,53 no momento 21, (TAB. 

8). O gráfico 4 desconsiderou os valores dos outliers. 
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TABELA 8 

 Análise descritiva de TGF-β1 em seis espécimes de mucosa normal do seio 

esfenoidal e em 20 espécimes de seios maxilares com PNSE nos momentos  

zero e 21 dias após aplicação de mitomicina C no seio maxilar esquerdo   

 Igrupos n Média DP Mínimo 1º Q Mediana 3º Q Máximo

Tecido normal 6 1,99 1,0 0,06 1,47 2,38 2,58 2,60 

Lado direito momento 0 20 1,99 4,2 0,06 0,25 0,67 1,99 19,44 

Lado direito momento 21 20 2,30 4,2 0,02 0,21 0,78 2,53 17,52 

Lado esquerdo momento 0 20 0,78 0,8 0,04 0,12 0,36 1,59 3,01 

Lado esquerdo momento 21 20 180,00 800,0 0,01 0,23 0,53 1,24 3.580,00

n: número de observações; DP: Desvio-padrão; 1º Q: 1º Quartil; 3º Q: 3º Quartil. 
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     GRÁFICO 4 - Box-plot da TGF-β1 por grupo  

     desconsiderando-se os valores dos outliers 

  

Nas comparações entre os grupos para a citocina TGF-β1 constatam-se 

valores da citocina TGF-β1 mais altos no tecido normal em relação ao tecido 

doente no lado esquerdo em ambos os momentos (p=0,031) e ainda mais altos 

para tecido doente no lado direito no momento zero em relação ao lado esquerdo 

também no momento zero (p=0,023) (TAB.9). 
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TABELA 9 

Comparações para a TGF-β1 entre os grupos em seis espécimes de  

mucosa normal do seio esfenoidal e em 20 espécimes de seios maxilares  

com PNSE nos momentos zero e 21 dias após aplicação de  

mitomicina C no seio maxilar esquerdo 

Não pareados  Pareados  

Comparação Valor-p  Comparação Valor-p 

TN x LD 0 0,171¹  LD0 x LD21 0,852² 

TN x LD 21 0,411¹  LE0 x LE 21 0,478² 

TN x LE 0 0,031¹  LD0 x LE0 0,023² 

TN x LE 21 0,031¹  LD21 x LE21 0,526² 

     1: Mann-Whitney; 2: Wilcoxon. 

 

 

4.1.2 Consolidado 

 

 O resumo das comparações com significância entre as citocinas e os 

grupos revelou diferença entre os valores do tecido normal e o tecido doente do 

lado direito no momento inicial apenas para CCL24(eotaxina); entre o tecido 

normal e o tecido doente do lado esquerdo no momento inicial para as citocinas 

IL5 e TGF-β1; entre o tecido normal e o tecido doente do lado esquerdo no 

momento 21 apenas para TGF-β1; para o tecido doente do lado direito entre os 

dois momentos para eotaxina; para o tecido doente do lado esquerdo entre os 

dois momentos para eotaxina e IL5; entre o tecido doente do lado direito e do lado 

esquerdo ambos no momento inicial para GM-CSF, IL5 e TGF-β1 (TAB. 10). 
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TABELA 10 

 Resumo das comparações entre as citocinas e os grupos em mucosa  

de 20 espécimes de seios maxilares com PNSE nos momentos  

zero e 21 dias após aplicação de mitomicina C em no  

seio maxilar esquerdo e em seis do grupo normal  

Citocinas EOTAXINA GM-CSF IL5 TGF-β1 

TN x LD 0 0,006 X X X 

TN x LD 21 X X X X 

TN x LE 0 X X 0,006 0,031 

TN x LE 21 X X X 0,031 

LD0 x LD21 0,006 X X X 

LE0 x LE 21 0,019 X 0,009 X 

LD0 x LE0 X 0,007 0,044 0,023 

LD21 x LE21 X X X X 

  X: Sem significância estatística. 

 

 

 

4.2 Correlação entre as citocinas 

 

 Nesta seção são apresentados os resultados dos testes de correlação 

entre as citocinas em cada um dos grupos em estudo. 

 

 

4.2.1 Tecido normal  

 

 Os coeficientes de correlação de Spearman (r) seguidos dos valores-p, 

entre parênteses, das quatro citocinas entre si considerando-se apenas os seis 

casos de tecido normal estão representados na TAB. 11. Observam-se correlação 

positiva (coeficiente positivo) e significância (p=0,019) apenas entre CSF2(GM-

CSF) e IL5, indicando que quanto mais alto o valor do IL5, mais alto o valor do 

CSF2 ou, ainda, quanto mais baixo o valor do IL5, mais baixo o valor do CSF2 

(r=0,886). Vale destacar que esta conclusão deve ser extraída e interpretada com 

o devido cuidado, uma vez que a amostra em questão tem tamanho igual a seis, 
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ou seja, o teste tem pouco poder para detectar diferenças com amostra tão 

pequena.    

 

TABELA 11 

Coeficientes de correlação de Spearman e valores-p  

entre as quatro citocinas considerando os casos de tecido normal 

Citocinas CCL24 

(EOTAXINA)

CSF2 

(GM-CSF) 

IL5 

CSF2 

(GM-CSF) 

0,771   

(0,072) 

IL5 0,771 0,886  

(0,072) (0,019) 

TGF-β1 0,143 0,314 0,200 

(0,787) (0,544)  (0,704)  

 

  

          A dispersão com a reta de regressão linear entre as citocinas, 

considerando-se apenas os casos de tecido normal, encontra-se no GRAF. 5. 

Ressalta-se que quanto mais inclinada a reta, mais chance de haver associação 

entre as citocinas. Entretanto, é importante mencionar que o coeficiente de 

correlação de Spearman avalia a associação levando-se em conta a colocação 

dos valores após a ordenação ascendente e, desta forma, desconsiderando-se a 

influência dos outliers. Já a reta do GRAF. 6 é afetada por esses valores 

extremos. Essas considerações são válidas para as demais seções. 
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GRÁFICO 5 - Dispersão entre as citocinas considerando-se  

apenas os casos de tecido normal 

 

 

4.2.2 Lado direito (momento zero) 

 

Os coeficientes de correlação de Spearman (r) seguidos dos valores-p, 

entre parênteses, das quatro citocinas entre si considerando-se apenas o tecido 

doente do lado direito no momento inicial (tempo zero) encontram-se na TAB. 12. 

Notam-se correlação negativa (coeficiente negativo) e significância (p = 0,005) 

apenas entre CSF2(GM-CSF) e TGF-β1, indicando que quanto mais baixo o valor 

de GM-CSF, mais alto o valor do TGF-β1 ou, ainda, que quanto mais baixo o 

TGF-β1 mais alto o GM-CSF (r = -0,600). 
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TABELA 12 

Coeficientes de correlação de Spearman e valores-p  

entre as quatro citocinas considerando-se os casos do  

tecido doente no lado direito no momento inicial 

Citocinas CCL24 

(EOTAXINA)

GM-CSF IL 5 

GM-CSF -0,155   

(0,514) 

IL5 -0,188 0,343  

(0,427)  (0,139)  

TGF-β1 0,347 -0,600 -0,003 

(0,133)  (0,005)  (0,990) 

 

 A dispersão com a reta de regressão linear entre as citocinas 

considerando-se apenas os casos de tecido doente no lado direito no momento 

zero está demonstrada no GRAF. 6.  
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GRÁFICO 6 - Dispersão entre as citocinas considerando-se apenas  

os espécimes de mucosa com PNSE do lado direito no momento zero. 
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4.2.3 Lado direito (momento 21) 

 

 Os coeficientes de correlação de Spearman (r) seguidos dos valores-p, 

entre parênteses, das quatro citocinas entre si considerando-se apenas o tecido 

doente no lado direito no momento 21 são apresentados na TAB. 13. 

Registraram-se correlação positiva (coeficiente positivo) e significância (p =0,011) 

apenas entre (CSF2)GM-CSF e IL5, indicando que quanto mais alto o valor do 

GM-CSF, mais alto o valor do IL5 ou, ainda, que quanto mais baixo o valor do 

GM-CSF, mais baixo o valor do IL5 (r = 0,556).  

  

TABELA 13 

Coeficientes de correlação de Spearman e valores-p entre as quatro citocinas 

considerando-se os casos do tecido doente no lado direito no momento 21 

Citocinas CCL24 

(EOTAXINA)

GM-CSF IL5 

GM-CSF -0,179   

(0,450) 

IL5 0,247 0,556  

(0,295)  (0,011)  

TGF-β1 0,441 -0,414 0,009 

(0,052)  (0,070)  (0,970)  

 

 

 A dispersão com a reta de regressão linear entre as citocinas, 

considerando-se apenas os casos de tecido doente no lado direito no momento 

21, está representada no GRAF. 7. 
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GRÁFICO 7 - Dispersão entre as citocinas considerando-se apenas  

os casos do tecido doente no lado direito no momento 21. 

 

 

4.2.4 Lado esquerdo (momento zero) 

 

 Os coeficientes de correlação de Spearman (r) seguidos dos valores-p, 

entre parênteses, das quatro citocinas entre si considerando-se apenas o tecido 

doente no lado esquerdo no momento zero são apresentados na TAB. 14. 

Detectaram-se correlação positiva (coeficiente positivo) e significância (p=0,037) 

apenas entre as citocinas CSF2(GM-CSF) e IL5, indicando que quanto mais alto o 

valor do GM-CSF, mais alto o valor do IL5 ou, ainda, que quanto mais baixo o 

valor do GM-CSF, mais baixo o valor do IL5 (r=0,449).  
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TABELA 14 

Coeficientes de correlação de Spearman e valores-p entre as  

quatro citocinas considerando-se os casos do tecido doente  

no lado esquerdo no momento zero 

Citocinas CCL24 

(EOTAXINA)

GM-CSF IL5 

GM-CSF -0,356   

(0,123) 

IL5 0,099 0,449  

(0,677)  (0,047)   

TGF-β1 -0,235 0,089 -0,111 

(0,319)  (0,710)  (0,640) 

1: Correlação de Spearman. 

 

 

  A dispersão com a reta de regressão linear entre as citocinas, 

considerando-se apenas os casos de tecido doente no lado esquerdo no 

momento zero está demonstrada no GRAF. 8. As mesmas considerações 

apresentadas para o tecido normal servem para esta situação. 
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GRÁFICO 8 - Dispersão entre as citocinas considerando-se apenas  

os casos do tecido doente no lado esquerdo no momento zero. 
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4.2.5 Lado esquerdo (momento 21) 

 

  Na TAB. 15 percebem-se os coeficientes de correlação de Spearman (r) 

seguidos dos valores-p, entre parênteses, das quatro citocinas entre si, 

considerando-se apenas o tecido doente no lado esquerdo no momento 21. 

Houve correlação positiva (coeficiente positivo) e significância (p=0,023) apenas 

entre CSF2(GM-CSF) e IL5, indicando que quanto mais alto o valor do GM- CSF, 

mais alto o valor do IL5 ou, ainda, que quanto mais baixo o valor do GM-CSF, 

mais baixo o valor do IL5 (r=0,505).  

 Nota-se, ainda, correlação negativa (coeficiente negativo) com significância 

(p ≤ 0,05) entre GM-CSF e TGF-β1 e IL5 e TGF-β1, indicando, por exemplo, que 

quanto mais baixo o valor de GM-CSF, mais alto o valor do TGF-β1 ou, ainda, que 

quanto mais alto o GM-CSF, mais baixo o valor de TGF-β1 (r= -0,462, valor-p = 

0,040). 

 

TABELA 15 

Coeficientes de correlação de Spearman e valores-p  

entre as quatro citocinas considerando-se os casos do 

 tecido doente no lado esquerdo no momento 21 

Citocinas CCL24 

(EOTAXINA)

GM-CSF IL5 

GM-CSF 0,114   

(0,631) 

IL5 -0,060 0,505  

(0,801)  (0,023)  

TGF-β1 0,215 -0,462 -0,465 

(0,363)  (0,040)  (0,039) 

 

 A dispersão com a reta de regressão linear entre as citocinas, 

considerando-se apenas os casos de tecido doente no lado esquerdo no 

momento 21, é demonstrada no GRAF. 9.  
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GRÁFICO 9 - Dispersão entre as citocinas considerando-se apenas  

os casos do tecido doente no lado esquerdo no momento 21. 

 

 

4.2.6 Consolidado 

 

 As correlações com significância entre as citocinas estratificadas por grupo 

são apresentadas na TAB. 16. Realça-se que os códigos a, b, c, d, e 

correspondem aos casos de correlação positiva e as indicações a(-), b(-), c(-),d(-), 

e(-) são para casos de correlação negativa.  

 A correlação positiva é observada entre as citocinas GM-CSF e IL5, 

considerando-se as medidas do tecido normal (indicado pela letra a), do tecido 

doente no lado direito no momento 21 (indicado por c) e lado esquerdo no 

momento zero (indicado por d) e no momento 21 (indicado por e). Observa-se, 

ainda, correlação negativa entre as citocinas GM-CSF e TGF-β1 considerando-se 

tecido doente no lado direito do momento inicial [(indicado por b(-)] e o lado 

esquerdo no momento 21 [(indicado por e(-)].  
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TABELA 16 

Resumo das correlações com  

significância estatística entre as citocinas 

Citocinas CCL24 

(eotaxina)

GM-CSF IL5 

GM-CSF X   

IL5 X a,c,d,e  

TGF-β1 X B(-),e(-) e(-) 

a=Tecido normal, b=Lado direito t=0, c=Lado direito t=21, 
d=Lado esquerdo t=0, e=Lado esquerdo t=21, x: sem correlação. 

 

Os resultados obtidos após a comparação entre os grupos para cada uma 

das citocinas estão sintetizados nas FIG. 4 e 5.  

 No momento inicial (tempo zero) os valores de CCL24 foram mais altos no 

tecido doente do lado direito do que no tecido normal (indicado pela letra a) e os 

valores do TGF-β1 no tecido doente do lado direito foram mais altos do que do 

lado esquerdo (indicado pela letra c). Nota-se, ainda, que IL5 teve valores mais 

altos no tecido doente do lado esquerdo do que no tecido normal e que o TGF-β1 

teve valor mais baixo no lado esquerdo do que no tecido normal (indicado pela 

letra a). Destaca-se, também, que os valores do IL5 e GM-CSF foram mais altos 

no tecido doente do lado esquerdo do que no lado direito (indicado pela letra b). E 

os valores do TGF-β1 foram mais baixos no tecido doente do lado esquerdo do 

que no tecido normal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4 – Resultado das comparações. 
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 Comparando o tecido doente do lado direito no tempo zero em relação ao 

tempo 21, conclui-se que os valores de CCL24 diminuíram com o passar do 

tempo. Para o lado esquerdo em relação aos valores de CCL24 e IL5  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5 – Resultado das comparações entre os momentos. 

 

 
4.3 Gráficos complementares 

   

O GRAF. 10 representa a evolução das medidas de cada paciente, 

considerando-se separadamente cada citocina e cada lado do tecido doente. 

Nesses gráficos é possível, principalmente, avaliar a evolução dos outliers e 

ressaltar o quanto seu comportamento difere do comportamento dos demais 

dados. 

 

 

 

 

            
  CCL24 

 

      IL5 

          0 x 21 
 
LD                        LE

 
   
    CCL24 
   



 68

  

  

 

GRÁFICO 10 - Dispersão por citocina e lado e momento.  

 

 

 Todos os box-plots considerando-se cada uma das quatro citocinas em 

estudo e os cinco grupos apresentados foram agrupados no GRAF. 11. Nesses 

gráficos os asteriscos indicam as médias e os círculos outliers.  
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GRÁFICO 11 - Box-plot por citocina e grupo. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Publicações sobre expressão genética na PNSE após o uso de MMC no 

transoperatório não foram encontradas. No presente estudo foi utilizada a MMC 

0,5 mg/mL, 3 mL, durante cinco minutos, associada ao tratamento cirúrgico para  

comparar a mucosa dos pacientes com PNSE e avaliar a ação da MMC quando 

usada no transoperatório em aplicação única. O método escolhido foi RT-qPCR, 

considerado padrão-ouro pela acurácia e sensibilidade quantitativa no estudo da 

sequência do ácido nucleico138,139.  

A comparação dos resultados encontrados ressaltou distribuição 

assimétrica para os valores das citocinas, que pode estar relacionada à  

heterogenicidade de infiltração eosinofílica apresentada nos portadores de PNSE,  

às diferentes respostas ao tratamento clínico no pré e pós-operatório ou às 

diferenças de acometimento inflamatório no local da biópsia e fase de atividade 

da doença. A expressão de genes anti-inflamatórios ou inflamatórios ainda não 

descobertos ou avaliados deve ser considerada frente à complexidade dessa 

afecção.  

Na análise da participação das quimiocinas no balanço pró e anti-

inflamatório avaliou-se a expressão de eotaxina, citocina que tem habilidade de 

induzir o movimento e direção dos eosinófilos e também agir sobre outras 

citocinas. É um potente quimioatraente de eosinófilos140. Estudos anteriores 

salientaram elevação de 100 vezes da eotaxina em pólipos em relação ao grupo-

controle e diminuição em 10 vezes após tratamento com corticoide. Sua 

especificidade na atração e importância no acúmulo de eosinófilos já está bem 

demonstrada em pesquisas anteriores e sua expressão bem evidenciada na 

PNSE, como reforçou o presente estudo.  

Na descrição comparativa da quimiocina eotaxina, todos os valores estão 

elevados no grupo doente, com significância no lado direito no tempo zero em 

relação ao tecido normal. No estudo pareado ocorreu diminuição da expressão no 

tempo 21 no maxilar esquerdo e no direito onde não foi aplicada a MMC. Deve-se 

considerar a existência de ação sinérgica de outras citocinas como IL4, TNFα e 

IL13 na indução da produção da eotaxina, além do efeito da MMC nessas 
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citocinas. Apesar da diferença significativa com a utilização da MMC no momento 

21, não há indicação de sua influência na diminuição da expressão da eotaxina 

em relação ao lado não tratado. Considerando-se o tecido normal e lado direito, 

não houve diferença significativa no momento 21 dias. Os dados apresentados 

em relação à eotaxina confirmaram o benefício da cirurgia e o uso do corticoide 

associados. Embora tenha ocorrido diferença de valores, não se pode inferir o 

benefício da MMC, pois a eotaxina exibiu valores mais altos no lado direito no 

momento zero em relação ao lado esquerdo e não se registrou diferença 

significativa entre os dois lados no momento 21.  

Os fatores estimuladores de colônia juntamente com IL5 são importantes 

na sobrevida dos eosinófilos. 

O GM-CSF (CSF2) está superexpresso em pólipos de atópicos; e em não 

atópicos, em 30% dos eosinófilos. A redução dessa citocina foi demonstrada após 

uso de corticoide e a ocorrência da apoptose dos eosinófilos  pode ser devida, em 

parte, à diminuição do GM-CSF produzido pelas células epiteliais81. Estes 

resultados não foram encontrados em outras pesquisas141. 

Em análise comparativa anterior, a MMC tópica após utilização de 3 mL, 

0,5 mg/mL durante cinco minutos, em pólipos de pacientes, in vivo, houve 

redução com significância de IL5 e GM-CSF em biópsias realizadas 24 horas 

após a aplicação142. Em cultura de pólipos evidenciou-se eficácia em provocar 

apoptose de eosinófilos102. No presente trabalho, a expressão de GM-CSF da 

mucosa dos seios paranasais mostrou-se aumentada no transoperatório e no 21o 

dia pós-operatório em relação ao grupo-controle. A MMC não modificou a 

expressão da mucosa do maxilar esquerdo (tratado) no tempo 21 em relação ao 

tempo zero e não apresentou diferença significativa em comparação ao seio 

maxilar direito no tempo 21. A superexpressão dessa citocina está de acordo com 

a literatura. Como esperado, o GM-CSF manifestou-se superexpresso tanto na 

mucosa do seio maxilar esquerdo quanto direito no momento zero antes do 

tratamento com MMC (TAB. 4) e também superexpresso no maxilar esquerdo em 

relação ao direito no momento zero antes do tratamento com MMC. Este dado 

permite inferir somente a presença de processo inflamatório de magnitude 

diferente da PNSE em maxilares diferentes. Essa diferença é comum mesmo em 

um mesmo seio paranasal, no qual se podem encontrar graus diferentes de 

inflamação em áreas distintas. A superexpressão em todos os momentos de 



 

 

72

avaliação evidenciou também ausência de efetividade importante, nos valores de 

GM-CSF, de cirurgia e corticoide associados, que, durante o tempo do estudo (21 

dias), não mostraram diferença significativa. 

Em relação à IL5, após aplicação de MMC no seio maxilar esquerdo, 

obteve-se diferença de expressão de IL5 significativa entre os dois momentos. 

Essa diferença não foi verificada no lado direito (controle pareado). Também a 

expressão de IL5 entre os seios direito e esquerdo no momento zero apresentou 

diferença significativa. Com base nos resultados da análise comparativa dos 

maxilares em relação à IL5, pode-se apurar que houve indicação da influência da 

MMC na expressão de IL5. A subexpressão analisada no 21o dia no maxilar 

esquerdo demonstra o benefício da MMC no tratamento da PNSE. O 

envolvimento de vários fatores deve ser devidamente correlacionado para análise 

da contribuição desse medicamento. 

A MMC em 1990 foi reconhecida como agente antiproliferativo e detentor 

do crescimento de fibroblastos32,85. Ao diminuir a proliferação de fibroblastos, 

inibe-se a formação de colágeno e tecido de granulação. O TGF- é responsável 

pela formação estrutural dos pólipos, proliferação celular, angiogênese, 

hiperplasia glandular, espessamento da membrana basal e estroma fibroso. É 

citocina-chave nas interações celulares que levam à proliferação tecidual94. 

Estudos sobre a ação do TGF-β1 em pacientes portadores de PNSE não 

tratados apresentaram altas concentrações de IL5 e eotaxina e baixa 

concentração de TGF-1. Após tratamento, ocorre redução de IL5 e aumento de 

TGF-159. 

O TGF-1 tem ação dupla: é capaz de anular o efeito prolongado de IL5, 

IL3 e GM-CSF na sobrevida do eosinófilo e induzir a apoptose, o que explicaria a 

associação de sua baixa expressão em doença eosinofílica como PNSE62,82,87,143.  

Sua expressão é mais representativa em pólipos em relação à mucosa normal e 

aumenta com o uso de corticoide. A forma inativa do TGF-β1 é 100 vezes maior 

na matriz extracelular em relação à ativa, o que favorece a ação da IL5141,142. 

O TGF-β1 neste estudo evidenciou valores mais altos em tecido normal 

(seio esfenoidal) em relação ao lado esquerdo nos dois tempos, com significância. 
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 A subexpressão do TGF-β1 pode relacionar-se à acentuada atividade da 

doença quando essa citocina se apresenta em níveis muito baixos e contribui 

como um dos importantes fatores no complexo inflamatório. 

 A distribuição assimétrica das citocinas é demonstrada na diferença 

significativa no tempo zero entre os dois seios. O maxilar esquerdo tratado não 

apresentou diferença nos tempos zero e 21. Portanto, na avaliação do TGF-β1 

como marcador da evolução da doença pós-tratamento cirúrgico e uso da MMC, 

não foi encontrada diferença; o medicamento não mostrou benefício. Os valores 

encontrados confirmaram a subexpressão dessa citocina no processo inflamatório 

da PNSE.  

Ainda conforme a literatura, a correlação positiva com significância 

estatística entre IL5 e GM-CSF ocorreu em todos os momentos, exceto no lado 

direito no tempo zero. Correlação negativa entre TGF-β1 e GM-CSF e IL5 indica 

os baixos valores de TGF-β1 e elevados de IL5 e GM-CSF esperados na PNSE. 

Esse resultado leva a considerações como: o tempo de uso da MMC na 

mucosa dos seios foi suficiente? A concentração foi adequada para influenciar o 

padrão TH2 da mucosa do seio maxilar no 21o dia? Apesar da medicação agir até 

32 dias, o tempo para avaliação foi muito longo no estudo da PNSE? A secreção 

habitualmente presente nas cavidades paranasais nos primeiros dias pós-cirurgia 

seria um fator para diluição da droga e diminuição de sua efetividade? Qual seria 

o efeito biológico da MMC, que tem ação comprovada em genes induzidos em 

tecidos com padrão inflamatório intenso? A ação se mantém em longo prazo ou 

seriam necessárias aplicações seriadas? A associação da cirurgia ao corticoide 

no tratamento da PNSE já induz a importante subexpressão de IL5145 . Portanto, 

como avaliar adequadamente o efeito da MMC como anti-inflamatório ou 

antiapoptótico? No pós-operatório, as alterações devidas à abertura ampla dos 

seios e à mucosa doente e despreparada para nova corrente aérea seriam fatores 

significativos de interferência nessa análise? Porém a mesma cirurgia foi 

realizada nos dois lados.  

Outros estudos são necessários para considerar a mitomicina C alternativa 

viável ou um tratamento coadjuvante no tratamento da polipose nasossinusal, 

antes considerada afecção estritamente cirúrgica. 
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6 CONCLUSÃO  

 

 

 Com base nesta pesquisa, pode-se afirmar que:  

 O uso tópico da mitomicina C na polipose nasossinusal eosinofílica atuou 

nas citocinas inflamatórias:  

 Reduzindo a expressão de IL5. 

 Com tendência de redução da expressão de GM-CSF 

 Sem evidência de redução significativa para TGF-β1 e eotaxina. 

 As citocinas apresentaram valores assimétricos entre seios maxilares 

direito e esquerdo e entre o tecido normal e a mucosa dos maxilares. 

 Ocorreu correlação negativa entre TGF-β1 e GM-CSF e IL5 e correlação 

positiva entre GM-CSF e IL5.  
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 7 PROPOSIÇÃO 

 

 

      A mitomicina C foi efetivamente capaz de reduzir a expressão da IL5 

que está altamente associada à inflamação da PNSE. Como questionamento, 

pergunta-se: esta droga seria capaz de reduzir as recidivas? Para esta questão, 

seria necessário acompanhamento dos pacientes e considerar novas aplicações 

em tempos a serem analisados.     
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APÊNDICES E ANEXO 

 

 

Apêndice A - Termo de consentimento livre esclarecido 

 

Após leitura e compreensão do termo abaixo o paciente portador de 

polipose nasossinusal, candidato a tratamento cirúrgico, é convidado a participar 

da pesquisa.  

“Perfil de expressão genética de IL-5, GM-CSF, TGF-β1, EOTAXINA na 

polipose nasossinusal pós-cirurgia endoscópica e mitomicina C tópica “. 

O estudo consiste na utilização tópica (local) do medicamento mitomicina 

C (MMC) na mucosa do nariz durante o procedimento cirúrgico para tratamento 

de polipose nasossinusal e na realização de biópsia dessa mucosa durante 

procedimento cirúrgico e após três semanas. Na mucosa da biópsia serão 

dosadas as citocinas citadas, que participam na manutenção da doença. A 

pesquisa será realizada no Hospital das Clínicas da UFMG, sob responsabilidade 

da Dra. Mirian Cabral Moreira de Castro, CRMMG 12.439.   

O estudo tem como objetivo avaliar a ação da mitomicina C na redução 

das citocinas e seu benefício no controle da polipose nasossinusal. O objetivo 

final é o desenvolvimento de novas perspectivas de tratamento para a polipose 

nasossinusal. 

O uso local da mitomicina C não envolve riscos. A participação na 

pesquisa não altera o curso do tratamento. O tratamento cirúrgico e 

acompanhamento pós-operatório serão os habituais, exceto biópsia no 21˚ dia. 

Os dados coletados serão utilizados apenas para fins da pesquisa que 

será publicada na forma de tese de doutorado. 

Não há remuneração para os participantes da pesquisa. 

A participação no estudo poderá ser interrompida pelo paciente a qualquer 

momento sem restrições ou consequências ao tratamento habitual. 

 

Após leitura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, eu, portador 

de polipose nasossinusal, aceito voluntariamente participar da pesquisa “Perfil de 
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expressão genética de IL-5, GM-CSF, TGF-β1, EOTAXINA na polipose 

nasossinusal pós-cirurgia endoscópica e mitomicina C tópica ”. 

 Autorizo a aplicação nasal da mitomicina C e a realização de biópsias 

nasais. Estou ciente de que a aplicação local do medicamento não traz riscos à 

minha saúde e que meu tratamento seguirá o curso habitual. Posso desistir da 

participação na pesquisa sem qualquer ônus. 

Eu confirmo que entendi os termos deste consentimento, do qual recebo 

cópia. Perguntei e fui esclarecido de todos os detalhes da pesquisa. Portanto, eu, 

voluntariamente, dou consentimento para minha inclusão neste estudo. 

 

Belo Horizonte,     /   /    

 

Assinatura do paciente  

 

 

Eu pessoalmente expliquei ao paciente o propósito deste estudo científico, bem 

como seus detalhes, os procedimentos a serem realizados e os termos deste 

consentimento. 

 

Assinatura do pesquisador responsável (Mirian C. M. de Castro) 

 

Contato com o pesquisador responsável: 

 

Mirian Cabral Moreira de Castro 

Endereço: Av. Alfredo Balena s/n – Santa Efigênia  

Hospital São Geraldo - fone: 3248-9582 

 

Contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) (ANEXO A).  

 

Av. Antônio Carlos, 6.627 – Unidade Administrativa II – 2º andar – Campus 

Pampulha Belo Horizonte – MG (31) 3409.4592 
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Apêndice B - Perfil de expressão genética de IL-5, GM-CSF,TGF-β1, eotaxina 

na polipose nasossinusal pós-cirurgia endoscópica e mitomicina C tópica  

 Protocolo da pesquisa 

 

Nome:     

 

Sexo:                                                                      Data de Nascimento: 

 

 

Queixa: 

 

 - Obstrução nasal                                     Sim_____         Não_____ 

  

 - Secreção nasal                                       Sim_____         Não_____ 

 

 - Hiposmia ou anosmia                             Sim _____         Não_____ 

 

 - Dor ou pressão facial                             Sim______        Não_____ 

   

Tempo de sintomas: 

< 1 mês_____                entre 1 e 3 meses______                    > 3 meses_____ 

 

Tomografia computadorizada dos seios da face - Lund – Mackay 

 

Endoscopia: Lanza-Kennedy 

 

Porcentagem de eosinófilos na biópsia:_______ 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

91

Apêndice C - Lista dos pacientes da pesquisa com idade, sexo e eosinofilia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PACIENTE IDADE SEXO EOSINOFILIA 
AGO 72 M 40% 
AGS 42 M 60% 
HGS 65 M 70% 
IPT 36 F 30% 

EMS 50 F 30% 
ZAF 50 F 60% 
KPR 56 F 70% 
IDV 58 M 80% 
JFM 62 M 40% 
AGD 44 M 50% 
AAS 38 F 40% 
MV 57 F 30% 
LM 34 F 60% 
AS 48 M 50% 

AEG 37 M 40% 
AMSA 61 F 40% 
JFP 41 M 30% 
RFR 57 F 60% 
IMS 40 F 40% 
RCO 58 F 30% 

MAC 54 M grupo controle 

KM 39 F grupo controle 

CMCM 65 F grupo controle 

CFC 46 F grupo controle 

FPS 53 M grupo controle 

EES 63 M grupo controle 
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Apêndice D - Estudo estatístico 

 
 
Descrição do estudo 

 Foram avaliadas as citocinas Eotaxina, GM- CSF, IL5, TGF-β1 dosadas a 

partir de RNA em seis casos de tecido normal e 20 casos de tecido doente nos 

lados direito e esquerdo e momentos zero e 21. Vale destacar que foram os 

mesmos 20 pacientes avaliados em ambos os lados e em ambos os tempos. 

 
Objetivos 

 Comparar os valores de cada uma das quatro citocinas dosadas a partir de 

RNA em relação ao tecido normal e nos tecidos doentes do lado direito momentos 

zero e 21 e lado esquerdo momentos zero e 21 e também, dentro de cada grupo, 

avaliar o comportamento das citocinas entre si. 

  

Métodos estatísticos 

 As informações coletadas foram digitadas em um banco de dados 

desenvolvido no Excel®. Os resultados descritivos foram obtidos utilizando 

frequências e porcentagens para as características das diversas variáveis 

categóricas e da obtenção de medidas de tendência central (média e mediana) e 

medidas de dispersão (desvio-padrão) para as quantitativas. 

 Foram construídos gráficos box-plots para as citocinas. No gráfico box-plot 

os círculos indicam observações consideradas valores extremos, ou seja, muito 

diferentes dos valores apresentados pelas outras observações153. O início da 

caixa representa o primeiro quartil, ou seja, que 25% das observações estão 

abaixo desse valor. A linha central representa a mediana, indicando que 50% dos 

valores estão acima e outros 50% abaixo desse valor. Em alguns casos esse 

também é o valor máximo. O fim da caixa representa o terceiro quartil, que indica 

que 75% das observações estão abaixo desse valor.  

 Nas tabelas, n corresponde ao número de observações, DP a desvio-

padrão, mínimo a mínimo, máximo a máximo, 1º Q a 1º quartil e 3º Q a 3º quartil. 
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Avaliação das citocinas e grupos  

 A estratégia adotada para a análise de resultados foi a utilização de 

métodos estatísticos não paramétricos. Estas técnicas implicam a ordenação 

ascendente dos valores das citocinas não trabalhando com os valores medidos e 

sim com a posição que eles ocupam após a ordenação, sendo as principais 

vantagens não ter suposição de distribuição normal e não serem afetadas pela 

presença de valores extremos, outliers, visualizados nos gráficos box-plots na 

análise descritiva e que não devem ser excluídos da análise por serem valores 

autênticos. 

 As análises foram realizadas no software R, de domínio público. O nível de 

significância adotado foi de 5%.   

 
Comparação entre os grupos em cada citocina 

 A comparação de cada uma das citocinas entre o tecido normal e os 

lados direito e esquerdos nos momentos zero e 21 foram realizadas pelo teste de 

Mann-Whitney.  

Já as comparações de cada uma das citocinas entre o lado direito 

momento zero e momento 21, lado esquerdo momento zero e momento 21, direito 

momento zero e esquerdo momento zero e direito momento 21 e esquerdo 

momento 21 foram realizadas pelo teste pareado de Wilcoxon. 

 

Correlação entre as citocinas 

O grau de associação entre as citocinas em cada um dos grupos 

analisados (tecido normal, lados direito e esquerdo nos momentos zero e 21) foi 

observado a partir da análise do coeficiente de correlação de Spearman. Este 

coeficiente varia de -1 a +1. Assim, valores próximos de +1 indicam correlação 

positiva forte e de -1 indicam correlação negativa forte. Já valores de correlação 

próximos de zero indicam falta de associação entre as citocinas. 
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Apêndice E – Gráficos box-plot das citocinas por grupos segundo os 

valores-p em diferentes momentos com outliers 
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GRÁFICO 1 - Box-plot da CCL24 por grupo. 
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GRÁFICO 2 - Box-plot da CSF2 por grupo. 
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GRÁFICO 3 - Box-plot da IL5 por grupo. 

              Observam-se valores extremos para todos os grupos, exceto para o tecido normal. 
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GRÁFICO 4 - Box-plot da TGF-β1 por grupo. 

Observa-se no lado esquerdo, momento 21, o valor máximo  de 3.580. 
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Apêndice F – Gráficos box-plot das citocinas dosadas a partir de RNA 
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            GRÁFICO 5 - Box-plot das citocinas dosadas a partir de RNA. 
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Apêndice G – Estatísticas descritivas das citocinas sem outliers 

 

TABELA 1 

Estatísticas descritivas sem outliers 

Grupos n n* Média D.P. Mínimo 1º Q Mediana 3º Q Máximo
CCL24          

Tecido normal 6 0 0,12 0,1 0,02 0,04 0,09 0,18 0,33 
Lado direito momento 18 2 2,12 3,4 0,04 0,23 0,61 1,95 13,00 
Lado direito momento 20 0 0,69 0,9 0,01 0,10 0,53 0,70 3,83 
Lado esquerdo 19 1 1,35 1,8 0,01 0,04 0,49 1,83 5,78 
Lado esquerdo 19 1 0,61 1,0 0,02 0,05 0,16 0,77 4,03 

CSF2         
Tecido normal 6 0 1,04 1,3 0,07 0,16 0,39 2,16 3,48 
Lado direito momento 20 0 1,44 1,1 0,25 0,60 1,18 2,29 4,38 
Lado direito momento 20 0 5,41 6,7 0,11 0,78 1,94 10,83 19,57 
Lado esquerdo 20 0 8,02 8,1 0,10 1,14 5,37 14,80 25,83 
Lado esquerdo 18 2 1,85 3,2 0,09 0,18 0,70 2,20 13,46 

IL5         
Tecido normal 6 0 0,92 0,8 0,03 0,12 0,82 1,64 2,27 
Lado direito momento 20 0 2,79 3,8 0,15 0,60 1,33 2,86 16,46 
Lado direito momento 20 0 2,23 2,9 0,00 0,26 0,78 3,35 9,42 
Lado esquerdo 19 1 5,23 3,9 0,17 1,90 4,52 8,73 11,09 
Lado esquerdo 20 0 2,01 3,1 0,05 0,36 0,83 1,93 11,92 

TGFB1         
Tecido normal 6 0 1,99 1,0 0,06 1,47 2,38 2,58 2,60 
Lado direito momento 20 0 1,99 4,2 0,06 0,25 0,67 1,99 19,44 
Lado direito momento 20 0 2,30 4,2 0,02 0,21 0,78 2,53 17,52 
Lado esquerdo 20 0 0,78 0,8 0,04 0,12 0,36 1,59 3,01 
Lado esquerdo 19 1 0,71 0,6 0,01 0,22 0,47 1,19 2,24 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


