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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Analise de citocinas pela RT-
PCR em pacientes com rinite
alérgica

Tarcimara Moreira da Silva’, Roberto Eustdquio
Santos Guimardes?, Evaldo Nascimento’, Helena
Maria Gongalves Becker’, Ricardo Nascimento
Araiijo’, Flavio Barbosa Nunes®

Resumo

Rinite alérgica ¢ uma doenca que decorre de um proces-
so inflamatorio da mucosa nasal conseqiiente 2 reaciao de
hipersensibilidade a alérgenos inalatérios e, eventualmente,
alimentares. E mediada por IgE, envolvendo diferentes cé-
lulas, mediadores e citocinas. Objetivo: Avaliar as transcri-
¢cOes para as seguintes citocinas: 1L-4, IL-5, IL-8 e IFN-gama,
particularmente importantes no processo alérgico nasal,
principalmente IL-4 e IL-5. Neste estudo, optou-se por ava-
liar os pacientes atopicos fora das crises alérgicas, com a
finalidade de se conhecer as expressdes das citocinas neste
periodo. Material e Método: Realizou-se um estudo trans-
versal e prospectivo, selecionando-se 30 pacientes, sendo 13
pacientes portadores de rinite alérgica paucissintomaticos e
17 pacientes nao-atopicos. Os grupos foram selecionados
através da historia, do exame clinico otorrinolaringologico e
do teste alérgico cutineo - Prick Test. O perfil das citocinas
foi pesquisado nos fragmentos de mucosa nasal, através da
RT-PCR semiquantitativa, escolhida por apresentar boa repro-
dutibilidade e especificidade, utilizando-se como referéncia
o gene da Beta-actina. Resultados: Os valores de IL-5, IL-8,
IFN-gama mantiveram-se homogéneos em relaciao ao grupo
controle. A IL-4 apresentou diferenca com significincia esta-
tistica. Concluséo: Os pacientes alérgicos paucissintomaticos
apresentaram normalizacio da expressao das citocinas na
mucosa nasal a excecao de IL-4.

RT-PCR cytokine study in
patients with allergic rhinitis

Palavras-chave: alérgenos, citocinas/imunologia,
hipersensibilidade, rinite/alérgica/perene, rinite/alérgica/
sazonal, testes/cutineos.

Keywords: allergen, cytokines/immunology, hypersensitivity,
rhinitis/allergic/perennial, rhinitis/allergic/seasonal, skin/tests.

Summary

Allergic rhinitis is an inflammatory reaction of the nasal
mucosa, in consequence of an IgE mediated hypersensitive
reaction to inhaling allergens, involving different mediators
and cytokine cells. Aim: The purpose of this study was
to evaluate the transcriptions for IL-4, IL-5, IL-8 and IFN-
gama, particularly important in the nasal allergy process,
especially IL-4 and IL-5. For this study we decided to evaluate
atopic patients who were free from allergic crises, with the
purpose of knowing the cytokine expressions during this
period. Materials and Methods: Another prospective and
transversal study was carried out, selecting 30 patients, 13
of these patients were pauci-symptomatic and 17 were non
atopic. The groups were selected by means of a medical
interview, an otolaryngologic clinical exam and allergy skin
tests - Prick Test. The cytokines were investigated in fragments
of the nasal mucosa, using RT-PCR - chosen because it has
good reproducibility and specificity. Results: IL-5, IL-8, [FN-
gama cytokine values were kept homogeneous in relation
to the control group. Only IL-4 presented significant statistic
differences. Conclusion: Asymptomatic patients with allergic
rhinitis presented with normalization of cytokine expression
in the nasal mucosa, with exception of 1L-4.
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INTRODUCAO

As citocinas IL-4, 1L-5, IL-8 e IFN-y, particularmente
IL-4 e IL-5, medeiam e regulam as funcoes imunologicas
e inflamatorias da rinite alérgica. Considerando estas in-
formacoes e a linha de pesquisa desenvolvida no Servico
de Otorrinolaringologia da Instituicao onde se realizou o
trabalho, optou-se por investigar estas substancias entre
dois grupos: um grupo portador de rinite alérgica paucis-
sintomatico e outro grupo controle, nao-alérgico.

A reacio em cadeia da polimerase via transcrip-
tase reversa (RT-PCR) foi o método de andlise labora-
torial escolhido por apresentar boa reprodutibilidade e
especificidade'.

Esta pesquisa teve por finalidade analisar, quantifi-
car e comparar as expressoes das citocinas citadas acima
em pacientes portadores de rinite alérgica paucissintomati-
cos, comparando-os com um grupo controle nao-atopico,
visando a obter a relevancia destas substancias naqueles
individuos, fora do periodo de crise alérgica.

MATERIAL E METODO

Trata-se de um estudo transversal prospectivo
realizado em uma amostra de pacientes portadores e
nao-portadores de rinite alérgica. Os pacientes escolhi-
dos foram aqueles com indicac¢do cirtrgica prévia para
submeterem-se a septoplastia, adenoidectomia e/ou amig-
dalectomia que se associassem a turbinectomia parcial. Os
fragmentos foram coletados no periodo de fevereiro de
2004 a abril de 2005.

Este projeto foi encaminhado e aprovado pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa Médica (COEP) do servico de
referéncia deste trabalho e aprovado em 14 de outubro
de2004 sob o parecer n°® ETIC 044/04. Todos os pacientes
e seus acompanhantes receberam explicacdes sobre a pes-
quisa, seus objetivos e os métodos utilizados. Aqueles que
concordaram assinaram o formuldrio de consentimento
livre e esclarecido.

Estes pacientes foram submetidos a anamnese, exa-
me clinico otorrinolaringolégico e teste alérgico cutineo,
sendo, entao, separados em dois grupos: um de portadores
de rinite alérgica composto por 13 pacientes e outro grupo
controle, nao-atopico, composto por 17 pacientes.

Os fatores que influenciaram a amostragem foram:
o alto custo do material utilizado, a caréncia de profis-
sionais capacitados para a realizacio do exame (RT-PCR)
em nosso meio e o longo tempo transcorrido para a
importacao dos primers e tempo definido para o término
desta pesquisa.

A faixa etdria variou entre trés e 47 anos e eram
criangas e adultos independentes de cor, sexo, etnia, re-
ligido ou classe social. Dentre estes pacientes, 16 foram
submetidos a septoplastia, 12 a adenoidectomia e dois
a adenoamigdalectomia. Todos estes pacientes foram

submetidos a turbinectomia, sendo entio um total de 30
remogoes parciais de conchas nasais inferiores, que foram
enviadas para o estudo das citocinas.

Foram excluidos os pacientes em uso de anti-hista-
minicos e/ou corticoides por pelo menos trinta dias antes
de se realizar a turbinectomia para coleta do fragmento da
mucosa nasal, ou que nio pudessem interromper o uso
de medicamentos que influenciassem a resposta cutanea,
pacientes com dermatite e eczema grave de pele e pa-
cientes menores de trés anos ou muito idosos (acima de
60 anos) devido a maior ocorréncia de falsa negatividade
em func¢io da diminuic¢do da reatividade ao teste alérgico
nestas idades.

Os pacientes foram submetidos ao teste cutineo
por punctura Prick Test na face medial do antebraco em
adultos e no dorso no caso de criancas pequenas.

Foram utilizamos como antigenos: D. farinae, D.
pteronyssinus, poeira domiciliar, Blatella sp, graminea,
fungos, penas, gato e cao. Para o controle positivo foi
utilizada a histamina e para o controle negativo, o soro
fisiologico3. Este material foi adquirido do laboratério
farmacéutico Internacional Pharmaceutica Immunology
do Brasil Ltda. (IPD) Sao Paulo.

Os fragmentos de mucosa nasal foram colocados
em tubos de “Eppendorf” com capacidade para 1,5 ml,
estéreis, identificados com as iniciais do nome do paciente
e data da coleta. Em seguida estes tubos foram colocados
em caixa de isopor com gelo e levados ao Laboratério de
Imunologia do Hospital de referéncia deste trabalho. Neste
local os fragmentos eram congelados a - 80°C.

A extracao do RNA foi realizada utilizando o rea-
gente Trizol® (Invitrogen) de acordo com as recomen-
dacoes do fabricante. Os tecidos foram macerados, e a
solucio resultante transferida para tubos de 1,5 ml. Em
cada amostra foram adicionados 0,2 ml de cloroférmio, e
apoOs misturar vigorosamente, a solucao foi incubada em
gelo por 15 minutos, seguida de centrifugacio a 12.000
x g por 15minutos a4°C. A camada superior resultante da
centrifugacao foi transferida para um novo tubo de 1,5 ml
e 0 RNA precipitado com isopropanol (Sigma). O RNA foi
entdo ressuspendido em 40 ml de dgua MiliQ (Millipore
do Brasil) e tratado com 2,5 U de DNAse: RNAse free
(Promega) por 20minutos a 37°C. O RNA foi re-extraido
utilizando 200 ml de reagente Trizol®(Invitrogen) e res-
suspendido em 30 ml de dgua MiliQ. A concentracio do
RNA nas amostras foi quantificada em espectrofotdbmetro
no comprimento de onda de 260nm e a integridade foi
avaliada por eletroforese desnaturante em gel de agarose
2 0,8%.

O cDNA foi sintetizado a partir de 1,25 mg de RNA
total utilizando iniciadores hexameros randdémicos (Pro-
mega) e o sistema da transcriptase reversa SuperScript II
(Invitrogen) de acordo com as recomendacoes do fabri-
cante. A PCR foi realizada em um volume final de 20 ml,
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na presenca de 1ml do ¢cDNA, 0,25mM de dNTP, 0,2 mM
de cada iniciador e 1 U de Platinum TaqDNA polimerase
(Invitrogen).

Os produtos da PCR foram analisados por eletro-
forese em gel de poliacrilamida 8% corado pela prata.
Os géis foram fotografados e os resultados analisados
por densitometria utilizando o AlphaDigiDoc 1201TM
(Alphalnotech).

Como nio foi possivel clonar os genes e obter a
quantidade absoluta necessaria para o RTPCR em tempo
real, utilizou-se a RT-PCR semiquantitativa tendo como
gene referéncia o da B-Actina (“housekeeping”). O co-
eficiente padrao foi entao adquirido a partir da divisao
do valor da B-Actina de cada paciente pela média dos 30
pacientes. Esta dosagem foi chamada de relativa porque
se mediu a expressao do controle em relacao ao teste
padrao®’.

Na andlise estatistica, entre as medidas de interesse,
foram utilizados testes paramétricos e niao-paramétricos,
com nivel de significancia estatistica fixado em 5% e
intervalo de confian¢a de no minimo 80% e no maximo
de 95%.

As variaveis continuas como a idade, IL-4, IL-5, IL-8,
IFN-y e B-Actina foram analisadas como tal, sendo calcula-
das as medidas de tendéncia central (média e mediana) e
as medidas de dispersio (desvio padrao e amplitude)®.

As variaveis sexo, idade e as citocinas IL-4, IL-5, IL-8,
IFN-y foram comparadas para os dois grupos de pacien-
tes: alérgicos e nao-alérgicos e observou-se pelos testes
estatisticos aplicados (qui-quadrado de Bartlett, ANOVA,
teste t, teste de Kruskal Wallis e correlacao de Pearson)
nao haver diferenca estatistica com significincia exceto
pela IL-4 que apresentou um p<0,05.

RESULTADOS

A faixa etaria dos pacientes desta pesquisa variou
de trés a 47 anos estando a média, a mediana, o desvio
padrao e a amplitude detalhados na Tabela 1.

Tabela 1
" . Desvio .
Grupo Média Mediana Padrao Amplitude

Alérgico 13,4 11 7.4 3-26

Idade 30-
Nao 19,2 19 13 3-47

Alérgico

Valor dep 0,21

A distribuicdo das idades nos dois grupos foi assimé-
trica uma vez que os pacientes envolvidos nesta pesquisa
foram aqueles com indicacao para cirurgias que pudessem
fornecer os fragmentos de mucosa nasal.

Nao houve diferenca estatistica significativa das
idades nos dois grupos, p=0,21.

Na Tabela 2 é apresentado o coeficiente de cor-
relacao de Pearson para a comparacao da B-Actina, IL-4,
IL-5, IL-8 e IFN-y com a variavel idade. Nao foi observada
nenhuma correlacao com significincia estatistica entre as
variaveis apresentadas.

Tabela 2. Coeficiente de correlagcdo de Pearson entre idade e varia-
veis resposta.

Variavel 5
independente ' r Valor-p
b-actina -0,264 0,070 0,158
IL-4 -0,178 0,032 0,348
IL-5 -0,341 0,116 0,065
IL-8 -0,236 0,056 0,210
IFN-g -0,182 0,033 0,337

r: o coeficiente de correlagcao de Pearson.
r2: o coeficiente de determinacao.

No grupo alérgico, 23% do pacientes eram do sexo
feminino e 77% do sexo masculino. No grupo nao-alérgico
53% eram do sexo feminino e 47% do sexo masculino.
Observou-se nao haver preferéncia por sexo ou raga nesta
doenca'®1?,

Todos os pacientes tinham em comum a queixa de
obstrucao nasal por apresentarem patologias que também
obstruiam as vias aéreas superiores, como hipertrofia de
tecido adenoidiano e/ou hipertrofia de amigdalas palati-
nas, desvios septais obstrutivos e hipertrofia de conchas
nasais.

Os pacientes do grupo atopico ao serem avaliados
no pré-operatorio imediato se encontravam paucissinto-
maticos em relacio a seu quadro alérgico, no entanto,
a historia pregressa de hiperreatividade mucosa estava
presente, caracteristica clinica marcante da rinite alérgica.
No teste alérgico observou-se o predominio de sensibi-
lidade ao D. farinae(100%dos pacientes) seguido pelo
D.pteronyssinuse poeira doméstica (84%). As gramineas
foram antigeno-sensibilizantes em 46% dos pacientes e a
sensibilidade a Blatella sp, cio e fungos foram semelhantes
(23%). Nenhum paciente foi sensivel as penas.

A comparac¢iao das variaveis IL-4, IL-5, IL-8 e IFN-y
foram ajustadas pelo valor da B-Actina entre os pacientes
alérgicos e nao-alérgicos (Tabela 3). A IL-4 foi a Gnica ci-
tocina a ter um aumento estatistico significativo (p=0,03).
A IL-5 apresentou uma forte tendéncia a aumentar, porém
ainda sem diferenca estatistica significante (p=0,06). Os
valores de IL-8 e IFN-y foram semelhantes nos dois grupos:
IL-8 com p=0,17 e IFN-y com p=0,72.
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Tabela 3. Comparagéo das interleucinas e interferon corrigidos pela actina entre os pacientes alérgicos e nao-alérgicos.

Alérgicos Néao-alérgicos

Variavel Média DP Mediana Amplitude Média DP Mediana Amplitude Valor de p
b-actina 80209 10221 75909 66332-96794 80552 11467 77443 64111-99882 0,98
IL-4 37894 38998 24133 2838-126110 13396 15577 4624 119-51296 0,03
IL-5 39966 29899 30124 3013-92463 18714 17334 11382 2875-71402 0,06
IL-8 44515 23349 40622 17418-95491 37491 33518 27079 6887-129924 0,17
IFN-g 123144 72907 99817 29679-184417 102575 42430 95574 29679-184417 0,72
Idade 13,2 7,8 11,0 3,0-26,0 21,2 15,5 19,0 3,0-58,0 0,21

DISCUSSAO ao padrao utilizado por Mamoni e M.H. Botta®. A reacio

Nio foi evidenciada diferenca estatistica significativa
(p=0,21) para a variavel idade entre os grupos. A idade
foi comparada com cada citocina e nenhuma correlacao
de significancia estatistica foi encontrada. Em relacao ao
sexo, no grupo alérgico, 23% dos pacientes eram do sexo
feminino e 77% do sexo masculino. Como a amostra deste
estudo foi pequena, confirma os relatos do II Consenso
Brasileiro sobre Rinites', que apesar de a rinite alérgica
ser uma doenca freqiiente, nao encontramos dados epi-
demiologicos reais, porque a maioria dos estudos sobre
a sua ocorréncia e a diversidade de relacdes estudadas
referem-se a dados obtidos uma UGnica vez, e geralmente
em pequenos grupos populacionais.

Todos os pacientes tinham em comum a queixa
de obstruc¢ao nasal, por apresentarem também associacao
com doencgas que obstruiam as vias aéreas superiores
como: hipertrofia de tecido adenoidiano e/ou hipertrofia
de tonsilas palatinas, desvios septais e hipertrofia de con-
chas nasais, causas ja conhecidamente obstrutivas de vias
aéreas superiores'.

Os portadores de rinite alérgica apresentavam-se
paucissintomaticos no pré-operatorio. A historia pregressa
destes pacientes alérgicos era compativel com rinite per-
sistente de intensidade leve a moderada segundo a reco-
mendacao da iniciativa Allergic Rhinitis and Its Impacto on
Asthma (ARIA) e da Organizacao Mundial da Satde®.

De acordo com Mion e Mello Jr.%, os antigenos sen-
sibilizantes da rinite alérgica de maior ocorréncia em nosso
meio sao origindrios de acaros e outros componentes da
poeira domiciliar. Assim, no Brasil, os sintomas clinicos
de pacientes portadores de rinite alérgica sao freqtientes
durante todo o ano, mas se exacerbam nos periodos de
outono/inverno, porque as condicoes climaticas favore-
cem a proliferacao do acaro, apesar deste ectoparasita
estar presente nomeio domiciliar durante todo o ano. Os
resultados desta pesquisa concordam com os dados desta
literatura®*.

Os valores de IL-4, IL-5, IL-8 e IFN-y foram analisa-
dos, quantificados e padronizados através dos dados ob-
tidos e ajustados pelo coeficiente da B-actina, semelhante

em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-
PCR) semiquantitativa foi um método potencialmente util,
trazendo subsidios aos estudos das citocinas em pacientes
alérgicos, visto que esta doenga € um bom modelo para o
estudo destas substancias segundo Naggar et al.”.

Os resultados de IL-8 e IFN-y foram semelhantes
nos dois grupos, a excecao de IL-4e da forte tendéncia ao
aumento dos niveis de IL-5.

Em 1997, um estudo realizado por Lee et al.'® em
20 pacientes (10 portadores de rinite alérgica perene nao
submetidos a provocagio nasal e 10 pacientes controle
demonstrou que a IL-4 e IL-5 se encontravam expressas
universalmente na mucosa nasal dos pacientes atopicos.
Assim, apoia o nosso estudo, onde a IL-4 foi a citocina a
ter um aumento significativo (p=0,03), indicando que ha
diferencga entre os grupos alérgico paucissintomatico e nao-
alérgico. Esta citocina, por apresentar maior envolvimento
com a sensibilizacao alergénica, foi encontrada em niveis
elevados, mas ndo associada a manifestacoes clinicas,
contribuindo para manter a inflamacao nasal.

Os niveis de IL-5 apresentaram tendéncia a au-
mentar, mas ndo houve diferenca estatistica significativa
(p=0,06). Ohashi at al."” compararam os niveis de IgE, IL-5
e IFN-y em trés grupos: nao-atopico, atopico assintomatico
e atopico sintomdtico. Observaram que nao houve diferen-
c¢a significativa dos niveis de IL-5 nos grupos nao-atépico
e atopico assintomaticos. Semelhantemente, os pacientes
alérgicos paucissintomdticos desta pesquisa, apresentaram
os niveis de IL-5 similares aos dos pacientes nao-atopicos.
Por outro lado, estes autores observaram uma significante
relacao entre os niveis aumentados de IL-5, a infiltracao
eosinofilica nasal e as manifestacoes clinicas da rinite alér-
gica. Asakura et al."® bloquearam os efeitos da IL-5 com
anticorpo monoclonal ( anti-IL-5), inibindo conseqiiente-
mente a eosinofilia, a hipersensibilidade histaminica e os
sintomas nasais. Estes valores podem estar aumentados
persistentemente em individuos alérgicos, o que mereceria
maiores estudos'®.

Para autores como Benson et al.'” o IFN-y exerce
uma importante funcio na doenca alérgica. E uma cito-
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cina produzida por células Th1 inibindo a resposta Th2.
Segundo seus estudos, a liberacio deficiente de IFN-y,
hipoteticamente o traco basico da atopia, facultaria o de-
senvolvimento da rinite alérgica, permitindo que a resposta
Th2 induza ao aumento dos niveis de IgE intranasal nos
pacientes atopicos. Bottcher et al.”, estudando um grupo
de criangas, observou que aquelas que desenvolveram o
quadro de rinite alérgica foram as que apresentaram dimi-
nuicao dos niveis de IFN-y. Em nossa pesquisa constatamos
que nao houve diferenca estatisticamente significativa
dos niveis de IFN-y entre os dois grupos pesquisados.
De acordo com Naggar et al.,"5, a producao de IgE, estd
intimamente relacionada com o balanco entre IL-4 (res-
posta Th2) eIFN-y (resposta Th1). Em sua pesquisa, nos
ratos sensibilizados houve predominio da resposta Th2 e
aumento dos niveis de IL-4 com diminuicio dos niveis de
IFN-y (Th1) o que concorda com nossos resultados.

A IL-8 é uma das vdriascitocinas® cuja funcio ¢ a
de induzir a migracao de leucdcitos* e a producao de
leucotrienos. E uma citocina importante na fase tardia da
reaco alérgica, especialmente na liberacao dehistamina®.
De acordo com Ohkubo et al.?] os niveis, as fontes e o
mecanismos de libera¢ao desta citocina podem variar, mas
¢ importante nas manifestacoes da rinite alérgica.

Em nosso estudo, com a amostra de 30 pacientes
nao foi possivel afirmar que havia diferenca na compa-
racio de IL-8 e IFN-y entre os pacientes alérgicos e nio-
alérgicos, pois o poder na comparacao dos valores de
média e desvio padrao foi sempre menor que 80%. Se o
estudo fosse composto por 133 pacientes alérgicos €133
pacientes nio-alérgicos para os valores de IFN-y, e 266
pacientes alérgicos e 266 pacientes nido-alérgicos para
IL-8, atingir-se-ia um poder de 80%, e, entdo, poder-se-ia
afirmar se os grupos eram semelhantes ou nio. Mesmo
assim, sem diferenca estatistica, esta pesquisa concorda
com a literatura, nao havendo expressao significativa de
IFN-y, pois se encontra diminuida em pacientes atopicos
e IL-8, relacionada mais freqiientemente com as manifes-
tacoes clinicas da fase tardia da doenca alérgica, o que
nao caracterizava o grupo em estudo.

CONCLUSAO

Na comparacao do perfil das citocinas entre pacien-
tes nao-alérgicos e pacientes portadores de rinite alérgica
perene, paucissintomdticos, durante a exposicao natural
a alérgenos, sem provocacdo observou-se aumento da
expressao de IL-4, tendéncia ao aumento da expressao
de IL-5, citocinas tipo Th2, auséncia de diferenca esta-
tistica significativa na expressio de IFN-y, citocina tipo
Th-1, sugerindo que a resposta tipo Th2 € crucial para a
fisiopatologia da rinite alérgica in vivo.
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