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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Perfil de citocinas da polipose
nasossinusal na fibrose cistica
comparado com individuos sem
doencas nasossinusais

Fldvio Barbosa Nunes ', Mirian Cabral Moreira

de Castro %, Tacimara Movreira da Silva 3, Ricardo
Nascimento Araiijo % Helena Maria Gon¢alves
Becker °, Paulo Fernando Tormin Borges Crosara®,
Roberto Eustdquio Santos Guimardes ’

Resumo

Embora o petfil das citocinas na polipose nasossinusal
seja bem documentado, pouco se sabe sobre estas protei-
nas quando associadas a Fibrose Cistica. Objetivos: Avaliar
a expressao das citocinas IL-4, IL75, IL-6, IL18, GM~C-SF
e IFN--y analisada pela RT=-PCR, nos pélipos de pacientes
com Fibrose Cistica. Material e Método: Estudo transversal,
prospectivo, de 24 pacientes, 13 com Fibrose Cistica e poli-
pose nasossinusal (Grupo Fibrose Cistica) e 11 com exame
otorrinolaringoldgico normal (Grupo Controle). A média de
idade foi de 21 anos (37-57), 12 eram do sexo masculino e
12 do sexo feminino. O perfil das citocinas foi pesquisado
nos fragmentos de mucosa (Grupo Controle) ou pélipo nasal
(Grupo Fibrose Cistica) através da RT--PCR. Foram estudadas
as transcricdes para as citocinas IL-4, IL-5, IL16, IL-8, IFN-y
e GM~-CSF ajustadas pelo valor da 8- actina. Resultados: As
interleucinas 5, 6, 8 e GM~-CSF foram semelhantes nos dois
grupos (p>0,05). Menores valores de [FNy- (p=0,03) e forte
tendéncia de aumento de IL-4 (p=0,06) foram observados no
grupo Fibrose Cistica. Conclusfio: As células inflamatérias
e estruturais podem produzir RNA mensageiro para IL-4,
bloqueando a producio de outras citocinas com IFN-y-,
sugerindo a participacdo destes mecanismos na formacao
dos polipos da Fibrose Cistica.

Cytokine profile in subjects
with Cystic Fibrosis and nasal
polyposis compared to patients
with no nasal disorders

Palavras-chave: citocinas, fibrose cistica, polipos nasais.
Keywords: cytokines, cystic fibrosis, nasal polyps.

Summary

Although the cytokine profile in nasal polyposis is well
documented, little is known about cytokines associated to
cystic fibrosis. Aim: Assess the expression of cytokines L4,
IL-5, IL-6, IL-8, GM~-CSF and IFN=-y, analyzed through RT-
PCR, in the polyps of patients with cystic fibrosis. Materials
and Methods: A cross-sectional, prospective study was
carried out with 24 patients, 13 of whom had cystic fibrosis
and nasal polyposis (Cystic Fibrosis Group) and 11 had
normal otorhinolaryngological exams (Control Group). The
average age was 21 years (3-57); 12 participants were males
and 12 were females. The cytokine profile was studied in
mucosal fragments (Control Group) or nasal polyps (Cystic
Fibrosis Group) through RT=PCR. Transcriptions were studied
for cytokines IL-4, IL-5, IL=6, IL-8, TFN-y and GM-CSF,
adjusted for the R--actin value. Results: Interleukins 5, 6,
8 and GM~CSF were similar in both groups (p>0.05). There
were lower values of IFN-y= (p=0.03) and a strong tendency
toward an increase in IL~4 (p=0.00) in the Cystic Fibrosis
Group. Conclusion: Inflammatory and structural cells may
produce messenger RNA for IL-4, blocking the production of
other cytokines such as IFN-y, suggesting the participation of
this mechanism in the formation of polyps in cystic fibrosis.
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INTRODUCAO

A polipose nasossinusal (PNS) ¢ uma doenca infla-
matoria cronica da mucosa nasal caracterizada pela presen-
ca de polipos nasais multiplos, de colora¢iao acinzentada,
normalmente bilaterais e originados no meato médio'=
Acomete 0,5% da populacao e a polipose nasossinusal
eosinofilica (PNSE) corresponde a 85% dos casos, enquan-
to a polipose nasossinusal nio eosinofilica (PNSNE), os
15% restantes’?.

Dentre as doencas com PNSNE, destaca-se a mu-
covicidose ou Fibrose Cistica (FC). Esta é uma doenca
congénita, autossdmica recessiva, com incidéncia de 1
em 2500 individuos, e os pacientes apresentam com dis-
funcao glandular exdcrina, obstru¢ao pulmonar cronica e
insuficiéncia pancreatica. Os polipos sao encontrados em
20% dos pacientes®*.

Varios mecanismos patogénicos tém sido propostos
para explicar o seu desenvolvimento, destacando-se a
teoria alérgica e a inflamatéria. Embora a patogénese da
rinite alérgica seja imunoglobulina E (IgE) especifica, sua
frequéncia ¢ de apenas 1,5% nos pacientes com polipose
e niveis similares de IgE foram observados em pélipos de
pacientes alérgicos e nio alérgicos’.

O microambiente inflamatdrio, as citocinas, as molé-
culas de adesao e o transporte iOnico sao os estudos mais
recentes para esclarecer a patogénese dos polipos nasais®.

Especificamente, os eosindfilos e mediadores espe-
cificos como as interleucinas 4 (IL-4), 5 (IL-5), 6 (IL-6), 8
(IL-8), fator estimulador de colonia de granuldcitos e ma-
crofagos (GM-CSF) e interferon gama (IFN-y), receberam
atengio especial apos observacao de valores elevados na
maioria dos pacientes com PNSEL.

Infelizmente, poucos trabalhos tém objetivado o
estudo da PNS e das citocinas na FC.

Neste intuito, o objetivo deste estudo foi analisar
a expressio do 4dcido ribonucleico mensageiro (RNAm)
para as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, GM-CSF, e INF-y, em
pacientes com Fibrose Cistica e grupo Controle, através da
reacao reversa da cadeia de polimerase via transcriptase
reversa (RT-PCR).

MATERIAL E METODO

Foi realizado um estudo transversal em 13 pacientes
com PNS em um total de 124 individuos com FC. Destes
13 pacientes, seis (46,15%) eram do sexo masculino, sete
(53,85%) do sexo feminino e a média das idades foi de
22,45 anos (6-57).

Foram utilizados os seguintes critérios de inclusao
e exclusio para este grupo.

Critérios de inclusao
Diagnostico de FC mediante duas dosagens de ele-
trélitos no suor com sédio e cloro superiores a60mEq/1.
Pacientes com FC e PNS.

Critérios de exclusao
Infecgio de vias aéreas superiores ou inferiores, uso

de medicacao a base de glicocorticoide topico e sistémico
ou anti-histaminico no periodo de 30 dias.

O grupo Controle foi constituido por 13 individuos,
que procuraram o servico para serem submetidos a pro-
cedimentos cirtrgicos otorrinolaringologicos. Apresenta-
vam exame nasal sem alteracdo, auséncia de alergia com
comprovacao pelo teste cutineo por punctura negativo7
e nao usavam medicacao a base de glicocorticoide topi-
co, sistémico ou anti-histaminico. Dois pacientes foram
excluidos devido a presenca de sinusite aguda em pos-
operatorio imediato. Destes 11 restantes, cinco pacientes
(45,45%) eram do sexo feminino, seis (54,54%) masculinos
e a média das idades foi de 17,7 anos (3-43).

O periodo de estudo foi de dezembro de 2003 a
dezembro de 2004, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais sob o n®. 209/03. Todos os pacientes assi-
naram o consentimento pos-informado para este trabalho.

O perfil das citocinas foi pesquisado no fragmento
de mucosa da concha média (grupo Controle) ou pélipo
nasal (grupo Fibrose Cistica) para obtencio de RNAm e
posterior analise através da RT-PCR.

Os fragmentos de podlipos do grupo FC foram
coletados no ambulatério de otorrinolaringologia, na ca-
vidade nasal que apresentava polipos, com utilizaciao de
pinc¢a da marca EXPLORENT® (Karl Storz, Miami, Florida,
USA) e endoscépio Storz 302, 4,0 mm (Karl Storz, Miami,
Florida, USA).

Fragmentos de mucosa nasal normal dos pacientes
do grupo Controle foram coletados na regido da concha
média, com pinga tipo EXPLORENT® (Karl Storz, Miami,
Florida, USA) e endoscopio Storz 302, 4,0 mm (Karl Storz,
Miami, Florida, USA) durante procedimentos cirtrgicos
otorrinolaringolégicos sob anestesia geral e encaminhados
para a realizacao da RT-PCR.

Foram analisadas as transcricdes para as citocinas
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, GM-CSF, e INF-y ajustadas pelo coe-
ficiente da B-actina8. Apos resfriamento a -80°, a extracao
do RNA foi realizada utilizando o reagente Trizol® (In-
vitron Corporation, Carlsbad, Califérnia, USA) de acordo
com as recomendacoes do fabricante. A concentracio do
RNA nas amostras foi quantificada em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 260 nm e a integridade foi
avaliada por eletroforese desnaturante em gel de agarose
a 0,8%°. O acido desoxirribonucleico (DNA) foi sintetiza-
do a partir de 1,25 pg de RNA total utilizando iniciadores
hexameros randémicos (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin, USA) e o sistema da transcriptase reversa
SuperScript IT (Invitron Corporation, Carlsbad, California,
USA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os
produtos da PCR foram analisados por eletroforese em
gel de poliacrilamida 8% corado pela prata. Os géis foram
fotografados e os resultados analisados por densitometria,
utilizando o AlphaDigidoc 1201 TM (Alphalnotech, San
Leandro, CA, USA). As bandas resultantes da PCR para cada
amostra, foram analisadas por densitometria utilizando o
programa AlphaEaseFC versiao 3.3.0 (Alphalnotech, San
Leandro, CA, USA).

Na andlise estatistica, utilizaram-se testes paramé-
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tricos “ANOVA” (Analysis of Variance) e o teste “t” para
comparacao de duas médias, fixando-se em 5% o nivel
de significancia.

RESULTADOS

Na Tabela 1, pode-se constatar que nao houve
diferenca com significancia estatistica, ao comparar IL-5,
IL-6, IL-8 e GM-CSF (p>0,05) entre 0s grupos.

Ainda na Tabela 1, observaram-se maiores valores
de IL-4 (p=0,06) com forte tendéncia de significincia
estatistica e baixos valores de INF-y (p=0,03) no grupo
Fibrose Cistica, quando comparados ao grupo Controle.

DISCUSSAO

As citocinas sao secretadas por células inflamatérias
(linfocitos, eosindfilos e neutréfilos) e células constituintes
(mastocitos, fibroblastos, células epiteliais e macrofagos)’.
Estas regulam os processos bioldgicos como: crescimento,
ativacdo celular, quimiotaxia, inflamacao, imunidade, repa-
ro tecidual, fibrose e morfogénese'. O perfil das citocinas
e das células inflamatérias na PNSE € bem documentado na
literatura, em contraste, muito pouco € conhecido sobre a
patogénese da PNS e das citocinas em pacientes com FC.

A interleucina 8 € a principal citocina relacionada a
PNS da FC. Virios autores observaram aumento de IL-8 e
neutrofilos quando comparados com a PNSE!. As princi-
pais fontes de IL-8 sdo os neutrdfilos e seus subprodutos
como a elastase, oxidantes e IL-8'2%3,

Sobol et al.*?, estudando individuos com sinusite
cronica e FC, confrontados a controles sadios, demons-
traram que a doenca nasal na FC consiste de infiltrado
neutrofilico com valores aumentados de IL-8, similar ao

encontrado nas alteracdes pulmonares'.

Vale ressaltar que, semelhantes aos resultados ob-
tidos no presente trabalho, Noah et al.' e Black et al."®
mostraram que valores maiores de IL-8 sio decorrentes
de agudizacao das infeccoes bacterianas associadas. Na
auséncia destas, a qual foi um dos critérios de exclusio do
presente estudo, tanto a secrecio nasal quanto a secrecio
pulmonar mostram valores normais de IL-8'%1.

O epitélio respiratorio exerce atividade na modu-
lacao inflamatoéria dos polipos, principalmente na PNSE,
através da elaboracio de citocinas como IL-6 e GM-CSF'®"7,
Assim, diferente da teoria de Bernstein et al.° e Mulloi et
al.’® que mostraram grande lesdo epitelial e consequente
aumento de GM-CSF e IL-6, respectivamente, nos polipos
nasais, o presente trabalho mostrou valores normais destas
citocinas, sugerindo maior integridade do epitélio na PNS
da FC e menor participacdo de IL-6 e GM-CSF neste micro
ambiente inflamatério.

Os eosinodfilos apresentam expressiao genética para
IL-5 em todas as PNSE!"1819,

Segundo Jankowski et al.*] os eosindfilos, mesmo
na PNS da FC, onde se encontram em menor propor¢io,
exercem uma forte atividade inflamatéria no desenvolvi-
mento destes polipos®.

Conforme indicado na Tabela 1, nio foi observado
aumento de IL-5, semelhante a outros achados, como os
de Clayes et al.” e Sobol et al.". Estes resultados sugerem
que, se os eosindfilos possuem participacio importante na
PNS associada a FC, diferentes mecanismos de eosinofilia
existem e sio independentes de IL-5.

Interessante, como podemos observar na Tabela 1,
constataram-se valores aumentados de IL-4 com tendéncia
de significancia estatistica e baixos valores de INF-y no
grupo Fibrose Cistica.

Tabela 1. Comparacéo da idade e dos valores das citocinas ajustados pelo valor da p-actina.

Controles Fibrose Cistica
Variavel Média DP Mediana Amplitude Média DP Mediana Amplitude  Valor de P
IL-4 38538,0 21015,0 36495,9 léi%%i 64287,5 32835,1 56187,1 12822;676 0,06
IL-5 278083,6 15974,8 23625,3 g;‘ggfé 29918,5 22119,2 28308,6 §f§28779 0,88
IL-6 60259,9 52404,5 40113,7 1175567;504 60631,7 34630,0 67502,5 1612%57’38 0,51
IL-8 66254,5 474215 53019,9 11;3?92?3?0 74032,6 27356,4 78545,1 1233237 8?6 0,40
IFN-y 153510,3 65026,5 126851,7 28355??215 100839,3 40426,2 94889,7 fggg&zg 0,03
GM-CSF 49581 1306,4 5286,0 16?105%‘3 41196 26271 30339 g;féf; 0,40
Idade 17,7 13,6 15,0 3-43 21,1 12,5 20,0 6-57 0,32
pacina 130960 22315 154549 o 150324 23318 135790 o7 0,052
DP=desvio-padrao.
I
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Semelhantes a estes resultados, outros trabalhos
como os de Clayes et al.* e Dellacono et al.?! mostraram
valores menores de INF-y nos pacientes com FC e polipose
nasossinusal quando comparados a polipos eosinofilicos.
O INF-y estaria aumentado, nos pacientes com FC, somente
na agudizacao de uma sinusite cronica'?.

Em contrapartida, ndo encontramos na literatura
trabalhos mostrando valores alterados de IL-4 nos pacien-
tes com PNS e FC.

Os Lipopolissacarideos bacterianos (LPS), por meio
da ligac2o ao receptor das células T auxiliares CD4+ (linf6-
citos T helper 2), estimulam a produciao de IL-4 e propor-
cionam aumento dos valores de IgE*2%. Em compensacio,
o INF-y apresenta efeito inverso através de estimulos de
linfocitos T helper 1 (Th1), com bloqueio da produciao
de IgE e de células T helper 2 (Th2), principalmente IL-4
e IL-524.

Originalmente definida como um agente antiviral,
o INF-y é importante na estimulacao bactericida pelos
fagocitos, apresentacao antigénica através de moléculas
MHC (major histocompatibility complex) e interacio leu-
cocitos-endotélio®. A sua supressao acarreta proliferagio
bacteriana devido a auséncia do clearance intracelular ou
pelas alteracdes idnicas epiteliais®?.

Assim, a diminui¢ao do INF-y, observada no pre-
sente estudo, seria responsdvel pela presenca de bactérias
ou LPS bacterianos no meio intracelular. Estas bactérias
estimulariam a producio de IL-4 pelas células Th2. O
resultado refletiria uma inflamacio intensa com aumento
de proteina catidnica eosinofilica (PCE), IgE total, interme-
diada pelo aumento de IL-4 e baixa de INF-y?,

Portanto, Staphylococcus aureus, Pseuddmonas
aeruginosa ou os LPS bacterianos poderiam induzir uma
inflamacao eosinofilica e também a sintese de IgE multi-
clonal, com elevacao dos valores de IgE total, intermediada
pelo aumento de IL-4 e baixa de INF-y*2!. A enteroxina
agiria, pelo menos, modificando a PNS por IgE liberada
pelos mastocitos, e se apresentaria como um mecanismo
alternativo a alergia®".

CONCLUSAO

A expressio de RNAm para as interleucinas 5, 6,
8 e GM-CSF, analisadas pela RT-PCR, foi semelhante nos
grupos Fibrose Cistica e Controle. Baixos valores de INF-y
e tendéncia a maiores valores de IL-4 associaram-se com
o grupo Fibrose Cistica.
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