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Efeito da mitomicina C em
polipose nasossinusal eosinofilica,
in vivo: dosagem de IL5 e GM-
CSF, RT-PCR

Mirian Cabral Moreira de Castro!, Evaldo Assuncio?,
Mariana Moreira de Castro®, Ricardo Nascimento
Aratjo’, Roberto Eustiquio Guimaraes®, Flavio Barbosa
Nunes®

Resumo

A polipose nasossinusal eosinofilica (PNS) é manifestacao
de uma doenca inflamatéria cronica na mucosa do nariz e nos
seios paranasais caracterizada por infiltracao de granulécitos
eosindfilos. O fator responsavel pela eosinofilia e manutencio
dessas células com a perpetuagao do processo inflamatério e
formacao polipéide é objeto constante de estudos. As citoci-
nas como IL5 (interleucina 5) e GM-CSF (fator estimulador de
coldnia granuléeito macréfago) aumentam a sobrevida dos
eosinofilos e prolongam a sua presenca no tecido polipoide,
diminuindo o indice de apoptose eosinofilica. Objetivo: Ava-
liar o efeito da mitomicina C - MMC - por meio de aplicacao
topica em pacientes portadores de PNS eosinofilica quanto
a presenca de IL5 e GM-CSF. Casuistica e Métodos: Quinze
pacientes portadores de PNS eosinofilica foram submetidos a
aplicacao topica de MMC na concentragao de 0,5mg/ml, 1ml,
durante cinco minutos, na cavidade nasal direita, e submeti-
dos a biopsia para RT-PCR 24hs ap6s. O grupo-controle foi
a cavidade nasal esquerda. O perfil de citocinas foi analisado
para IL5 e GM-CSF. Resultados: A comparacao dos resultados
de GM-CSF pré e pos-uso de MMC quando usamos o teste t
pareado apresenta p=0,041. A comparacdo para IL5 resulta
em p < 0,001. Conclusao: O uso de MMC em pacientes com
PNS mostra reducao com significancia estatistica par GM-CSF
e importante significincia para IL5.

Effect of mitomocin C in
eosinophilic nasal polyposis, in
vivo: concentration of IL5 and GM-
CSF, RT-PCR

Palavras-chave: polipose nasossinusal, eosinofilos, mitomicina
¢, interleucina 5, GM-CSF.
Key words: nasosinusal polyposis, eosinophils, mitomycin C,
interleukin 5, GM-CSF.

Summary

Eosinophilic nasosinusal polyposis is a chronic inflammatory
infection with elevated infiltration of eosinophils, which
presents high rate of recurrence after surgical treatment.
The continuous inflammatory process that leads to the
formation of polyps requires constant clinical treatment.
Contributing to the maintenance of eosinophilia are cytokines
IL5 (interleukin-5) and GM-CSF (granulocyte macrophages
colony-stimulating factor), which show up in elevated
concentrations. These oligoproteins diminish the rate of
apoptosis and prolong the survival of eosinophils. Aim:
By diminishing these cytokines, the action of Mitomycin C
(MMCQ), an antineoplasic drug which inhibits the synthesis
of DNA, was studied. In a recent study the power of this
drug to cause apoptosis in eosinophils, in vitro, of nasal
polyps was verified. Methodology: A biopsy of the nasal
polyps was undertaken in 15 patients carriers of eosinophilic
nasosinusal polyposis 24 hours after applying 0.5 mg/ml
of MMC during five minutes. RT-PCR (reverse transcription
of polymerase chain reaction) for IL5 and GM-CSF was the
method used to obtain the results. Results: The comparison
of the results of GM-CSF pre- and post-application of MMC,
when the paired T-test was used, showed p=0.041 and for
IL5 we found p<0.001. Conclusion: Topic use of MMC
in patients with eosinophilic nasosinusal polyposis shows
statistically significant reduction for GM-CSF and significant
and important reduction for IL5.
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INTRODUCAO

A polipose nasossinusal - PNS eosinofilica - € uma
afeccio inflamatéria cronica proliferativa que se manifesta
na mucosa do nariz e nos e seios paranasais e caracteriza-
se por degeneracio polipoide benigna (Figura 1). Geral-
mente € bilateral, tem maior incidéncia na quarta década
de vida e acomete 2,7 % da populacio, com predominio
de 2,2/1 no sexo masculino. Esta fortemente associada a
asma; 1/3 dos pacientes portadores de PNS eosinofilica
tem asma, portanto, o exame completo do aparelho respi-
ratério deve ser rotina. Associa-se também a NARES (rinite
eosinofilica ndo-alérgica), intolerancia aspirinica, sinusite
fangica alérgica e sindrome de Churg-Strauss'?.

Histologicamente caracteriza-se por infiltracao de
granulécitos eosinofilos, cujo mecanismo patogénico nao
¢ totalmente conhecido, além de alteracdes morfologicas
como a hiperplasia da membrana basal, irregularidade
de distribuicio glandular, metaplasia escamosa e edema
(Figura 2)*4.

Embora tenha sido atribuida a hipersensibilidade
mediada por IgE, ou alergia nasal, estudos mostram
que a alergia € apenas uma possivel causa ou um fator
contribuinte>”. Os eosindfilos e as células estruturais dos
polipos secretam citocinas que mantém o processo contin-
uo de inflamacao e acimulo de eosinofilos®. Citocinas
como IL5 e GM-CSF aumentam a sobrevida dos eosinofilos
e prolongam sua presenca no tecido polipdide, diminuindo
o indice de apoptose dessas células™'2.

Os eosindfilos expressam receptor CD40 para
producao autdcrina de GM-CSF e CD40L € expresso por
células T CD4 que estdo presentes na PNS eosinofilica®.

A alta concentracao de IL5 encontrada na PNS
eosinofilica sugere um efeito autécrino para essa citocina
na ativacao dos eosinofilos, existindo ainda forte relacao
entre IL5 e ECP (proteina catidnica eosinofilica)!®!. Esse
aumento das citocinas esta relacionado com aspecto
genético das células da PNS eosinofilica®.

A maioria dos tratamentos tem como base o uso de
corticoide sistémico por curto periodo de tempo e tépico
por tempo prolongado, além do tratamento cirdrgico®.

A MMC € um agente antineoplasico produzido
por Streptomyces caespitosus que tem sido usada como
agente antiproliferativo na concentracio de 0,4mg/ml.
Sua acdo em fibroblastos leva a diminuicao de formaciao
de tecido cicatricial quando aplicada ap6s procedimentos
cirdrgicos. Tem acao tempo dependente e sua aplicacao
por cinco minutos tem efeito mensuravel na proliferacao
e morfologia celular por até 36 dias in vitro'.

O mecanismo de acao da MMC baseia-se na inducao
seletiva da sintese de DNA, recombinacao e troca de
cromatinas irmas. Sua associacao com outras drogas anti-
tumorais leva ao aumento do efeito citotoxico da mesma
pelo crescimento da inducao da apoptose!”".

Crosara et al. (2004) demonstraram que a MMC é
eficaz na inducio de apoptose em eosinofilos presentes em
estroma de polipos nasais eosinofilicos in vitro. Realizaram
estudo pareado em nove amostras cultivadas. Os polipos
receberam tratamento de 0,4mg/ml durante cinco minutos
e foram corados com hematoxilina eosina®.

Em aplicacao topica, essa droga tem sido usada em
oftalmologia, otologia e laringologia sem toxicidade sis-
témica, sendo, portanto, considerada segura. Nao provoca
sangramento, necrose ou infeccio quando utilizada em
dacriocistorrinostomia externa ou lesdes ciliares perma-
nentes em concentracio de até 1mg/ml!®1820-27,

Este estudo tem como objetivo avaliar a acio da
MMC, in vivo, em portadores de PNS eosinofilica por meio
da andlise de IL5 e GM-CSF, pré e 24hs pds-aplicacao
utilizando-se de RT-PCR (transcri¢io reversa em reacao
de cadeia da polimerase).

CASUISTICA E METODOS

Esta pesquisa compos-se de pacientes portadores
de PNS eosinofilica que concordaram em participar do
estudo, ap6s aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa.
As varidveis constituiram-se do perfil de GM-CSF e IL5.
Foram estudados quinze pacientes, seis do sexo feminino
e nove do sexo masculino. A faixa etiria variou de 30 a
57 anos.

Como critério de inclusiao, adotou-se: presenca
de PNS eosinofilica e auséncia de intolerancia aspirinica.
Considerou-se polipo eosinofilico quando a eosinofilia te-
cidual foi maior do que 30% dentre as células inflamatorias,
determinada pelo encontro de pelo menos quatro eosino-
filos em cada campo microscopico de grande aumento28.
Pacientes com historia prévia de intolerdncia aspirinica,
submetidos a cirurgia prévia, ou portadores de asma grave
corticoide dependentes foram excluidos.

Os pacientes selecionados foram submetidos a apli-
ca¢do de MMC sobre os polipos da cavidade nasal direita,
na concentraciao de 0,5mg/ml em algodao embebido em
1 ml da droga, onde permaneceu durante cinco minutos.
A cavidade nasal esquerda nao manipulada foi o grupo-
controle, considerado como pré-aplicacao.

Biopsia para PCR - Apds 24 horas da aplicacao da
MMC, realizaram-se biopsias na cavidade direita e, em
seguida, na cavidade esquerda. Os tecidos colhidos que
apresentavam tamanho médio de 10mm foram imediata-
mente conduzidos ao Laboratério de Imunologia da UFMG,
onde permaneceram a 80 graus negativos.

O pettil de citocinas foi pesquisado no tecido pol-
ipoide por meio de transcricao reversa em reacao de cadeia
da polimerase (RT-PCR) para IL5 e GM-CSF.

Sequéncia de iniciadores utilizados nas PCRs

Gene Forward Reverse

GM-CSF AGAAATGTTTGACCTCCAGGA TT-
GCACAGGAAGTTTCCG
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IL 5 CTGAGGATTCCTGTTCCTGT CAACTTTCTAT-
TATCCACTC

Os produtos da PCR foram analisados por eletro-
forese em gel de poliacrilamida 8% corado pela prata. Os
géis foram fotografados utilizando o sistema de foto-docu-
mentacio AlphaDigiDoc 1201, e as bandas resultantes da
PCR para cada amostra foram analisadas por densitome-
tria utilizando o programa AlphaEaseFC software versao
3.3.0 (Alphalnnotech) (Figura 3). Esse programa calcula
o valor integrado de densidade (IDV - integrated density
value) para cada banda que ¢ definida com a intensidade
dos pixels da regiao delimitada pela banda subtraida da
intensidade dos pixels da coloracao de fundo da coluna
da banda no gel.

RESULTADOS

Em relacao aos valores obtidos para IL5, na Figura
4 observa-se o grafico box-plot da distribuicio pré e pos-
aplicacao de MMC. Constata-se que 75% (parte superior
da caixa) dos valores de IL5 pos estdo abaixo de 3.000
enquanto quase 100% (linha inferior do Grifico pré) dos
valores de IL5 pré estio acima desse valor.

A comparacao da média de IL5 pré e pds, usando
o teste t pareado, apresentou p<0,001, indicando uma
importante significancia estatistica.

Em relacdo aos valores de GM-CSF na Figura 5,
observa-se o grifico box-plot da distribuicio dos valores
de GM-CSF pré e pos- aplicacio de MMC e constata-se que
75% (parte superior da caixa) dos valores de GM-CSF pds
estdo abaixo de 15.000 enquanto apenas 50% dos valores
de GM-CSF pré estao abaixo desse valor (linha do meio
do Grifico pré).

A comparac¢io da média de GM-CSF pré e pos, us-
ando o teste t pareado, apresentou p =0,041, concluindo-se
que a diferenca observada tem significincia estatistica.

Na Figura 0, observa-se o grifico box-plot da dis-
tribuicio dos valores da reducio percentual de GM-CSF
e IL5. Podemos observar que praticamente mais de 75%
dos pacientes tiveram uma reducio de IL5 maior que 60%,
pois a primeira linha da caixa estd pouco abaixo desse
valor, e que 75% dos pacientes apresentaram reducio de
GM-CSF menor que 60%, pois a linha superior da caixa
estd pouco abaixo desse valor.

Na Tabelal siao apresentados os valores do coefi-
ciente de correlacido de Pearson para a comparacdao da
porcentagem de variacio da IL5 e GMCSF com as variaveis
continuas.

Nio foi observada nenhuma correlacio com sig-
nificincia estatistica, ou seja, a varia¢io na porcentagem
de reducio na IL5 e GMCSF nio foi acompanhada pela
variacio de nenhuma das outras variaveis.

b

Figura 1. Pdlipos em paciente portador de polipose eosinofilica; visao
endoscopica.

Figura 2. Corte histoldgico de polipo eosinofilico. Estroma contendo
eosindfilos, linfécitos e edema intenso.

Resultados (PCRs) para IL5 Pacientes SMN/WRS

P6s-MMC(1) Pré-MMc(1) P6s-MMC(2) Pré-MMc(2)

Resultados (PCRs) para GMCSF

Pacientes: VAR / JNS/ MGI

P6s-MMC(1)

Figura 3. Resultados de PCRs para IL5 e GM-CSF pré e p6s-MMC.

Pré-MMC(1)  P6s-MMC(2) P6s-MMC(3) Pré-MMC(2)  Pré-MMC(3)
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Figura 4. Grafico box-plot das medidas de IL5 pré e pés-MMC.

Figura 6. Grafico box-plot da porcentagem de redugao de GM-CSF
elL5

Figura 5. Gréafico box-plot das medidas de GM-CSF pré e p6s-MMC.

DISCUSSAO

A participacao de polimorfonucleares na interface
epitelial da mucosa nasal e em outras doencas rinolégi-
cas estd bem estabelecida. A concentracio aumentada de
citocinas demonstra sua natureza inflamatoéria. Os eosiné-
filos sao fontes de interleucinas que tém efeito autécrino e
modulador de fun¢ido de outras células*. A continuidade
da resposta inflamatéria presente na PNS eosinofilica
esta relacionada com citocinas como IL5 e GM-CSF que
aumentam a sobrevida e diminuem o indice de apoptose
dos eosinofilos”®!112. Portanto, regulam a proliferacio e
ativacao celular ampliando a resposta imune local e for-
macao de polipos. Os eosindfilos expressam IL5 em todas
as PNS eosinofilicas e, aproximadamente 30% dos eosino-
filos apresentam expressio genética para GM-CSF, com

100000 Tabela 1. Coeficiente de correlacao e de determinacao entre as var-
iaveis continuas.
80000 R e P
% redugéo IL5
0666 | Idade 0,28 0,045 0,446
Eosindfilos 0,112 0,013 0,691
40000 F Reducao GMCSF 0,039 0,002 0,899
‘ % reducao GMCSF
20000 Idade 0,125 0,016 0,683
Eosindfilos 0,174 0,030 0,570
0 Reducéo IL5 0,039 0,002 0,899
N= 15 15 Fonte: dados da pesquisa
IL5 - PRE IL5 - POS

evidéncias de efeito autéerino dessas citocinas!t. O clear-
ance dos eosindfilos seria um mecanismo para diminuicao
do processo inflamatério. A producgao das citocinas estd
relacionada com o fendtipo das células teciduais, e varios
estudos demonstraram a participacao-chave de IL5 e GM-
CSF na manutencao da atividade inflamatoria. Portanto, o
bloqueio dessas citocinas seria uma forma terapéutica para
melhora de tal afecciio. Uma Gnica aplicacio de MMC du-
rante cinco minutos tem efeito mensuravel na proliferacao
e na morfologia celular por até 36 dias in vitro®.
Crossara et al. demonstraram que a MMC ¢ eficaz na
inducao da apoptose em eosindfilos presentes em estroma
de polipos nasais eosinofilicos. Foi feito estudo pareado
de nove amostras cultivadas e observou-se que culturas
tratadas com MMC apresentaram indice de apoptose em
12 horas significativamente maior em relacio ao grupo-
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controle (p<0,001)".

A MMC mostrou ac¢io inibitoria da sintese de DNA
com inibi¢ao da proliferacio de muitas linhas celulares.
Kim et al. demonstraram que seu efeito antifibroblastos
humanos cultivados pode ser mediado nao s6 pela acao
antiproliferativa, mas também pelo grau de apoptose
induzida®'.

Nosso objetivo neste trabalho ¢ demonstrar a acao
da MMC na reduc¢ao da concentracao das principais citoci-
nas que atuam na manutencao do processo inflamatério
da PNS eosinofilica, trabalho nao encontrado ainda na
literatura médica.

O teste t-pareado mostrou que os valores de GM-
CSF pos MMC foram significativamente menores que 0s
valores pré (p=0,041). Comparando-se os valores de IL5
pré e pos MMC, encontramos importante reducao, ou seja,
a medicacdo foi eficaz na reducao dessas substiancias.
Comparando-se a porcentagem com as outras variaveis,
nao foi identificada nenhuma varidvel que apresentasse
uma correlacao significativa.

A MMC pode ser uma opg¢do para tratamento
pos-cirirgico da PNS eosinofilica. Outros estudos sio
necessarios para melhor uso dessa droga nessa afecco.

CONCLUSAO

Em relacdo a2 acdo da MMC nas principais citoci-
nas envolvidas no processo inflamatério da formacio da
PNS e em relacio a idade e percentagem dos eosindfilos,
conclui-se que:

1. Os valores de IL5 pés-aplicacao de MMC foram
menores que os valores pré-uso da MMC com importante
significincia estatistica;

2. Os valores de GM-CSF pos-aplicagio de Mit-
omicina C foram menores que os valores pré-uso da MMC
com significincia estatistica.
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