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 Apoptosis in eosinophilic nasal polyps treated in vitro with 
mitomycin C

Abstract

A etiopatogênese da polipose nasal eosinofílica ainda não foi esclarecida. Os eosinófilos constituem 
as principais células do infiltrado inflamatório e estão relacionados com a perpetuação do processo 
inflamatório na rinossinusite crônica com pólipos nasais. Objetivo: Avaliar a ação in vitro da mito-
micina no índice apoptótico de pólipos nasais eosinofílicos. Material e Método: Estudo prospectivo 
experimental autopareado com amostra de biópsia de 15 pacientes com polipose nasal eosinofílica. 
Cada fragmento foi dividido em dois grupos. No grupo experimental aplicou-se mitomicina por cinco 
minutos, na dosagem de 400 µg/ml. O grupo controle foi submetido às mesmas manipulações, mas 
utilizando-se somente meio de cultura. Os fragmentos contidos nos dois primeiros compartimentos, 
controle e experimento, foram imediatamente submetidas ao preparo para histopatologia. O outro 
par de amostra, contendo controle e experimento, foi incubado por 12 horas. Após 12 horas, os 
fragmentos foram retirados para exame histopatológico. O índice apoptótico foi determinado pela 
morfometria na coloração hematoxilina-eosina e pela análise da fragmentação do DNA. Resultado: 
A comparação do dois grupos demonstrou diferença significativa (p < 0,001) no índice apoptótico 
das culturas incubadas por 12 horas. Conclusão: A mitomicina induz in vitro o aumento do índice 
apoptótico dos eosinófilos dos pólipos nasais eosinofílicos.
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The etiopathogenesis of eosinophilic nasal polyps is yet to be explained. Eosinophils are key 
components in the inflammatory infiltrate and are related to the perpetuation of the inflammatory 
process in chronic rhinosinusitis with nasal polyps. Objective: This paper aims to evaluate the in vitro 
action of mitomycin upon the apoptotic index of nasal polyps. Materials and Methods: This is a 
self-paired prospective experimental study using biopsy fragments from 15 patients with eosinophilic 
nasal polyps. Biopsy fragments were divided into two groups. In the case group, the fragments were 
treated with 400 µg/ml of mitomycin for five minutes. The control group fragments were treated 
with culture medium. The pair of fragments contained in the two first compartments - control and 
case - were immediately sent to the histopathologist. The other pair of samples containing control 
and case fragments was incubated for 12 hours. The fragments were then taken to the histopatholo-
gist for testing. The apoptotic index was determined by the morphometry in hematoxylin and eosin 
staining and DNA fragmentation analysis (TUNEL reaction). Results: The comparison between the 
two groups showed a statistically significant difference (p < 0,001) in the apoptotic index of the 12-
hour incubated cultures. Conclusion: Mitomycin acts in vitro upon the eosinophilic nasal polyps 
inducing the rise of the eosinophilic apoptotic index.
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INTRODUÇÃO

A polipose nasossinusal eosinofílica é uma afecção 
inflamatória crônica da mucosa nasal e dos seios parana-
sais. A polipose nasossinusal eosinofílica deflagra dife-
rentes graus de obstrução do trato respiratório superior e 
tanto pacientes atópicos como a população em geral são 
afetados pela mesma1,2. A polipose nasal é considerada 
parte de uma subdivisão das rinossinusites crônicas, já 
que parece ser impossível diferenciar ambas com clareza3.

Normalmente, o acometimento é bilateral, com 
maior incidência na quarta década de vida, afetando 2,7% 
da população, em sua maioria homens (na proporção de 
2,2/1). Está associada a asma, rinite não alérgica eosino-
fílica, intolerância a aspirina, sinusite fúngica eosinofílica 
e síndrome de Churg-Strauss. A incidência da polipose 
nasossinusal eosinofílica é semelhante em pacientes ató-
picos e na população em geral e sua ocorrência é mais 
elevada com asma brônquica concomitante4,5.

Apesar dos mecanismos de evolução da polipose 
nasossinusal eosinofílica ainda não serem completamente 
compreendidos, sabe-se que a resposta inflamatória está 
ligada ao seu processo de formação. Presume-se que os 
pólipos nasais possam ser o estágio final de um processo 
inflamatório complexo resultante de etiologia múltipla. Os 
eosinófilos e as células estruturais dos pólipos produzem 
citocinas que mantêm ativos o processo inflamatório e 
o recrutamento de novos eosinófilos. Citocinas, como 
interleucina 5 (IL-5) e o fator estimulador de colônia de 
granulócitos macrófagos (GM-CSF), prolongam a vida 
útil dos eosinófilos e aumentam sua presença no tecido 
polipóide, reduzindo, assim, o índice apoptótico dessas 
células6. A detecção de fator de crescimento do endotélio 
vascular (VEGF) em casos de sinusite crônica com polipose 
foi associada à indução de proliferação celular e inibição 
da apoptose das células epiteliais avaliadas em tais casos7.

Corticosteróides são a principal opção clínica te-
rapêutica para polipose nasossinusal devido a seu papel 
na diminuição do processo inflamatório. Foi possível 
demonstrar a ação dos corticosteroides sobre o índice 
apoptótico das células do infiltrado inflamatório no estro-
ma da polipose nasossinusal eosinofílica8-10. O crescimento 
da expressão do gene BAX (pró-apoptótico) em pólipos 
nasais eosinofílicos elevou o índice apoptótico induzido 
por tratamento com glicocorticoides11.

A busca por outras opções terapêuticas levou ao 
estudo do efeito de medicamentos que possam agir so-
bre as células do processo inflamatório. O objetivo seria 
interromper o processo fisiopatológico que promove e 
perpetua a recidiva da polipose nasossinusal. A mito-
micina C é um medicamento antissépticos e antibiótico 
extraído do Streptomyces caespitosus usado como agente 
antiproliferativo12. Na otorrinolaringologia, sua aplicação 
em humanos tem se concentrado, principalmente, por 
conta da ação do medicamento na redução de sinéquias 

na nasoendoscopia13 e em cirurgias de laringe14. Aplicações 
tanto em humanos como em modelos animais confirmam  
segurança do uso tópico de mitomicina C15. Poucos traba-
lhos investigaram a ação da mitomicina C em pacientes 
com polipose nasossinusal eosinofílica. Já foi demonstrada 
in vivo e in vitro a ação da mitomicina C na redução dos 
níveis de interleucina 5 e fator estimulador de colônia 
de granulócitos macrófagos (GM-CSF) em pólipos nasais 
eosinofílicos. Estas oligoproteínas diminuem a taxa de 
apoptose nos pólipos nasais eosinofílicos e prolongam a 
sobrevida dos eosinófilos16-18.

O objetivo do presente estudo é avaliar as ações 
da mitomicina C in vitro sobre os eosinófilos dos pólipos 
nasais eosinofílicos por meio de um estudo experimental 
auto-pareado com avaliação do índice apoptótico.

MATERIAIS E MÉTODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa sob nº. ETIC 484/08. 
Quinze amostras de pacientes com polipose nasossinusal 
eosinofílica com infiltração eosinofílica igual ou superior 
a 40%19-21 foram estudadas. A pesquisa não considerou 
pacientes com polipose não-eosinofílica, pacientes com 
polipose nasossinusal eosinofílica e processo infeccioso 
em andamento, ou pacientes tomando corticosteroides ou 
anti-histamínicos por mais de 30 dias antes da execução 
do estudo. Pacientes com deformidades septais ou varia-
ções anatômicas também foram excluídos. Os principais 
sintomas observados foram: anosmia, hipósmia, obstrução 
nasal e gotejamento retronasal. Todos os pacientes foram 
aconselhados a se submeter à cirurgia. Primeiramente, os 
pólipos foram extraídos através de biópsia do meato mé-
dio e colocados em solução de formol a 10%. As amostras 
foram, então, processadas em exames histopatológicos e 
corados com hematoxilina-eosina para caracterizar eosino-
filia. Em seguida, os pacientes incluídos foram submetidos 
a outra biópsia. As amostras dessa biópsia foram colocadas 
em uma lâmina com três orifícios, cada uma contendo 
250µl de meio de cultura RPMI 1.64022.

Os fragmentos contidos no primeiro orifício foram 
imediatamente preparados para histopatologia e assim 
denominados controles zero hora (0h). Os demais orifícios 
constituíram o grupo de controle (12 horas) e o grupo 
experimental (12 horas). Uma dose de 400 µg/ml de mi-
tomicina C foi administrada ao grupo experimental por 
cinco minutos23. Depois, as culturas foram lavadas com 
meio de cultura RPMI. O grupo controle foi submetido aos 
mesmos procedimentos, com apenas com o uso de meio 
de cultura RPMI 1640. Fragmentos de ambos os grupos 
(controle e experimental) foram incubados a 37° C (98° 
F) e em CO

2
 a 0,5% por 12 horas. Depois desse período, 

foram submetidos a exames histopatológicos24. As amostras 
dos 15 foram sujeitas à preparação de rotina para histopa-
tologia (coloração em hematoxilina-eosina) para avaliação 
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do índice apoptótico por meio de morfometria. Uma sub-
-amostra aleatória (n = 6 pacientes) foi submetida à reação 
de TUNEL para avaliação da fragmentação de DNA.

Análise do índice apoptótico através de histopatologia
Para a análise do índice apoptótico por meio da 

coloração em hematoxilina-eosina, cada lâmina teve seus 
eosinófilos contados em óleo de imersão com ampliação 
de 100X e seu índice apoptótico calculado. O número foi 
calculado dividindo-se a soma de eosinófilos em apoptose 
pela soma total dos eosinófilos contados25.

Para caracterizar os eosinófilos em apoptose, vários 
aspectos foram considerados, a saber: anoikis (retração 
celular com perda de adesão entre as células adjacen-
tes); condensação citoplasmática; condensação nuclear 
(condensação da cromatina com possível compactação 
da cromatina contra a carioteca, formando figuras de 
meia-lua); fragmentação nuclear e citoplasmática e for-
mação de corpos apoptóticos (Figuras 1 e 2)25-27. Revisão 
ao microscópio foi realizada por dois analistas diferentes.

Análise do índice apoptótico por meio da fragmentação 
do DNA (reação de TUNEL)

A ocorrência de apoptose foi avaliada através da 
observação da fragmentação do DNA genômico por meio 
da reação de TUNEL. O procedimento foi executado com 
o uso de um kit comercial de detecção de fragmentação 
genômica in situ (Klenow FragEl DNA fragmentation. Detec-
tion Kit - In QIA21 Catalog; Calbiochem /Oncogene- internet 
address: http://calbiochem.com/). O tempo de proteinase 
K foi definido em 20 minutos. A peroxidase endógena foi 
desativada com 3% de peróxido de hidrogênio por 5 mi-
nutos. As lâminas foram lavadas com PBS (tampão fosfato-
-salino) e submersas em solução tampão de equilíbrio. As 
amostras foram cobertas com enzima TdT (deoxinucleotidil 
transferase terminal) e desoxinucleotídeos (marcados e 
não marcados) e incubadas em atmosfera úmida a 37°C 
(98°F) por duas horas. Então, elas foram lavadas em TBS 
1X e cobertas com solução tampão de corrida (EDTA 0.5 
M, pH = 8) por 5 minutos. Mais uma vez, as lâminas foram 
lavadas em TBS 1X e cobertas com solução tampão de blo-
queio por 10 minutos. Elas foram mantidas em conjugado 
estreptavidina-peroxidase diluído em solução tampão de 
bloqueio e incubadas em câmara úmida a 37°C (98°F) por 
30 minutos. As lâminas foram novamente lavadas em TBS 
1X e mantidas em DAB (diaminobenzidina) por 6 minutos, 
lavadas em água destilada, contra-coradas em hematoxilina 
e montadas. Controles negativos e positivos foram usados 
em todas as reações (Figuras 3 e 4). A contagem de eosi-
nófilos foi registrada por um analista.

Figura 1. Histopatologia de pólipo nasossinusal eosinofílico (grupo 
controle) incubado por 12 horas (H&E 1000x).

Figura 2. Histopatologia de pólipo nasossinusal eosinofílico tratado 
com mitomicina C e incubado por 12 horas (H&E. 1000x). É possível 
identificar alterações compatíveis com apoptose eosinofílica na maioria 
das células (setas amarelas).

Figura 3. Histopatologia de pólipo nasossinusal eosinofílico (grupo 
de controle) incubado por 12 horas (TUNEL 400x).

A contagem de eosinófilos foi feita a 40X de amplia-
ção juntamente com o cálculo do índice apoptótico. O índice 
apoptótico foi calculado dividindo-se a soma de eosinófilos 
em apoptose pela soma total de eosinófilos contados.

Análise estatística
Os programas computacionais utilizados para aná-

lise estatística foram Statistical Package for Social Science 
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Figura 4. Histopatologia de pólipo nasossinusal eosinofílico tratado 
com mitomicina C e incubado por 12 horas (TUNEL 400x).

(SPSS), versão 17.0 (SPSS. Inc, Chicago, IL, USA) e The 
R Project for Statistical Computing (GNU General Public 
License); versão 2.9.1.

Os resultados foram submetidos aos testes de 
Kolmogorov-Smirnoff e Shapiro-Wilk para verificação 
de normalidade. Os dados analisados foram submeti-
dos ao teste de Kruskall-Wallis para comparar índices 
apoptóticos, seguido do pós-teste de Wilcoxon com 
correção de Bonferroni. Foi considerado nível de signi-
ficância de 5%.

RESULTADOS

Foram capturados 1.214 quadros para a análise 
do índice apoptótico por meio de morfometria. A com-
paração entre os grupos controle a 0h, controle a 12h e 
experimental a 12h demonstrou diferença significativa 
entre os três experimentos (p < 0,001), como ilustrado 
na Figura 5.

Na análise do índice apoptótico por meio da 
reação de TUNEL, 645 quadros foram capturados e 
analisados à ampliação de 400x. Todos os pacientes 
apresentaram diferença significativa nos três experimen-
tos: grupo controle em 0h e 12h e grupo experimental 
em 12h (p < 0,001). A reação de TUNEL positiva foi 
destacada para todos os grupos. Os núcleos das cé-
lulas apoptóticas foram claramente diferenciados por 
sua coloração amarronzada. Também foi possível per-
ceber reação de TUNEL positiva em outras células do 
infiltrado inflamatório dos pólipos nasais eosinofílicos. Os 
resultados individuais dos índices apoptóticos das sub-
-amostras de seis pacientes in vitro podem ser avaliados 
na Figura 6.

DISCUSSÃO

Eosinófilos são o principal tipo celular associado 
à fisiopatologia da polipose nasossinusal eosinofílica. 

Figura 5. Análise do índice apoptótico por meio de morfometria 
(coloração hematoxilina-eosina. Ampliação 1000x). Teste de Kruskall 
Wallis: p < 0,001 para todos os pacientes. Pós-teste de Wilcoxon com 
correção de Bonferroni: p < 0,001 para todos os pacientes/compara-
ções, exceto para ambos marcos zero em que o valor de p = 0,1724. 
“0” reflete o período de incubação em zero hora; “12-” é a incubação 
com 12 horas sem qualquer tratamento; e “12+” representa 12 horas 
de incubação com tratamento de Mitomicina C.

Figura 6. Índice apoptótico (n = 6 pacientes) avaliados através da 
reação de TUNEL. Teste de Kruskall Wallis: p < 0,001 para todos os 
pacientes. Pós-teste de Mann-Whitney com correção de Bonferroni: 
p < 0,001 para todos os pacientes/comparações.

Sabe-se que eles prolongam a sobrevida do infiltrado 
inflamatório em pacientes com polipose nasossinusal eo-
sinofílica28. A remoção dos eosinófilos do tecido polipóide 
ocorre por meio da apoptose29. O número de células em 
apoptose no infiltrado inflamatório de pacientes com 
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polipose nasossinusal eosinofílica é mais baixo do que 
o número encontrado em tecidos sãos16. Os eosinófilos 
produzem uma grande quantidade de substâncias através 
das quais podem lesionar os tecidos e perpetuar o pro-
cesso inflamatório30. Apesar da fisiopatologia da polipose 
nasossinusal eosinofílica ainda não ter sido completamente 
desvendada, está claro que a resposta inflamatória está 
envolvida em seu processo de formação. Citocinas como 
IL5 e GM-CSF, prolongam a sobrevida dos eosinófilos e, 
portanto, a sua presença no tecido polipoide, reduzindo, 
assim, o nível de apoptose dessas células. Tais citocinas 
podem ser produzidas a partir de um processo autócrino. 
Assim, a inibição da apoptose retardaria a remoção dos 
eosinófilos do tecido, promovendo indefinidamente o 
processo inflamatório da polipose nasossinusal eosino-
fílica6,26,31,32. Portanto, no presente estudo, foi feita uma 
escolha consciente pela avaliação do nível apoptótico dos 
eosinófilos do infiltrado inflamatório de pacientes com 
polipose nasossinusal eosinofílica.

A mitomicina C é utilizada na prevenção de siné-
quias e estenose em procedimentos de nasoendoscopia. 
O uso tópico da mitomicina C é seguro13. São poucos os 
estudos realizados sobre a substância e os pólipos nasais 
eosinofílicos. A redução in vitro dos níveis de IL-5 e GM-
-CSF em pólipos nasais eosinofílicos sugere a presença de 
um mecanismo indireto entre mitomicina C e apoptose dos 
eosinófilos dos pólipos nasais eosinofílicos17,18. Ao reduzir 
a expressão de proteínas anti-apoptóticas, a mitomicina 
C promoveria um desequilíbrio entre as proteínas que 
regulam a apoptose, resultando, assim, na liberação da 
cascata apoptótica.

No presente estudo, a mitomicina C foi a única vari-
ável na manipulação dos grupos controle e experimental. 
Comparando-se os grupos controle e experimental em 12 
horas, percebeu-se que a elevação do índice apoptótico em 
tais grupos pode ser parcialmente explicada pelo período 
de incubação das culturas. A comparação entre grupos 
controle e experimental em diferentes períodos de incu-
bação possibilita atribuir a diferença de índice apoptótico 
ao efeito da mitomicina C. Tais resultados confirmam os 
achados da literatura especializada no tocante à ação da 
mitomicina C na indução in vitro da apoptose em pólipos 
nasais eosinofílicos.

Um dos objetivos do presente estudo era estimar o 
evento biológico conhecido como apoptose. Dois métodos 
diferentes foram utilizados: histopatologia de rotina (colo-
ração hematoxilina-eosina) e imuno-histoquímica (reação 
de TUNEL). Foi possível identificar alterações compatíveis 
com evolução da apoptose por meio de morfometria: con-
densação citoplasmática, condensação nuclear, perda de 
adesão celular e formação de corpos apoptóticos. A reação 
de TUNEL é o método padrão para avaliar apoptose. Esse 
método permite destacar a fragmentação do DNA genômi-
co que ocorre prematuramente no processo de apoptose. 

Trata-se de um estágio decisivo no processo, já que deste 
ponto em diante ele é irreversível. A formação de corpos 
apoptóticos inibe tanto a liberação de constituintes celula-
res internos como a ativação dos mediadores inflamatórios. 
A apoptose resulta na resolução do processo inflamatório, 
diferentemente do processo necrótico, que permite a per-
meabilizacão prematura da membrana celular33. Já que a 
estimativa de um evento biológico era um dos objetivos 
do presente estudo, o uso de diferentes métodos torna 
tal exercício mais confiável. O presente estudo não traça 
comparações entre os tratamentos com mitomicina C e 
glicocorticoides. Os glicocorticoides são potentes anti-
-inflamatórios muito comumente utilizados no tratamento 
da polipose nasal. Seu efeito sobre o índice apoptótico das 
células do infiltrado inflamatório do estroma na polipose 
nasossinusal eosinofílica já foi demonstrado.

A expressão de diferentes proteínas com ação anti-
-apoptótica no início da polipose nasossinusal eosinofílica 
foi demonstrada em vários estudos, reafirmando, assim, a 
importância das alterações dos mecanismos apoptóticos 
na fisiopatologia da polipose nasal34-37. Um dos prováveis 
mecanismos de ação da mitomicina C é a redução nos 
níveis de interleucinas (IL-5 e GM-CSF) com a redução 
da expressão de proteínas pró-apoptóticas17,32. Então, 
a mitomicina C aprimora a suspensão do mecanismo 
anti-apoptótico, tornando possível a elevação do índice 
apoptótico dos pólipos nasais eosinofílicos. A apoptose de 
eosinófilos pode abrir caminho para a resolução do pro-
cesso inflamatório da polipose nasossinusal eosinofílica. A 
análise de amostras por meio da reação de TUNEL também 
identificou fibroblastos, macrófagos e, especialmente, lin-
fócitos no processo apoptótico. A coloração amarronzada 
dessas células ficou mais evidente no grupo experimental 
em 12 horas. Acredita-se que a mitomicina C também aja 
sobre outras células do infiltrado inflamatório, bem como 
no estroma dos pólipos nasais. Estudos futuros poderão 
analisar a ação da mitomicina C em outras células dos 
pólipos nasais eosinofílicos.

A mitomicina C representa uma opção prospectiva 
no tratamento futuro da polipose nasossinusal eosinofíli-
ca e o estudo de sua administração clínica permitirá um 
conhecimento mais aprofundado dos traços apoptóticos 
envolvidos na fisiopatologia da polipose nasossinusal 
eosinofílica.

CONCLUSÃO

Conclui-se, portanto, que a mitomicina C age in 
vitro sobre os pólipos nasais eosinofílicos, induzindo à 
elevação do índice apoptótico de eosinófilos in vitro. O 
presente estudo foi executado em ambiente in vitro e seus 
resultados podem não se reproduzir in vivo. Mais estudos 
são necessários para avaliar a ação in vivo da mitomicina 
C em pólipos nasais eosinofílicos.
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