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Nasal polyps; Introduction: Eosinophilic and noneosinophilic Nasal polyps (NPs) are different subtypes of NPs
Th2 cells; and require different treatment methods.

Th17 cells Objective: To compare the histologic characteristics, mRNA and protein expression between

Nasal Polyps with and without eosinophilia.

Methods: NPs tissues were obtained from eighty-six NPs patients during surgery. Eosinophilic
and noneosinophilic NPs were distinguished according to immunochemical results of the speci-
men. The histological, mRNA and protein expression features were compared between the two
groups.

Results: In eosinophilic NPs, we observed a significantly higher GATA-3, IL-5, IL-4, IL-13 mRNA
and protein expression. In noneosinophilic NPs, IL-17, IL-23 and RORc mRNA and protein expres-
sion were increased. Immunohistochemistry tests showed, more mast cells and less neutrophils
in eosinophilic NPs compared with noneosinophilic NPs. Eosinophilic NPs patient presented more
severe symptom scores when compared to noneosinophilic NPs.

Conclusion: We demonstrate for the first time that Th2 is the predominant reaction in eosi-
nophilic NPs while Th17 is the predominant reaction in noneosinophilic NPs. Our study may
provide new treatment strategy for NPs.
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PALAVRAS-CHAVE
Pélipos nasais;
Células Th2;
Células Th17

Diferencas nas caracteristicas de polipos nasais com e sem eosinofilia

Resumo

Introducdo: Pdlipos nasais (PNs) eosinofilicos e ndo eosinofilicos sao diferentes subtipos de PNs
e requerem diferentes métodos de tratamento.

Objetivo: Comparar as caracteristicas histoldgicas e a expressao de mRNAs e proteinas entre
PNs com e sem eosinofilia.

Método: Amostras de PNs foram obtidos de 86 pacientes durante a cirurgia. PNs eosinofilicos e
nao eosinofilicos foram diferenciados segundo os resultados imunoistoquimicos de cada amos-
tra. As caracteristicas histologicas e de expressdo de mRNAs e de proteinas foram comparadas
entre os dois grupos.

Resultados: Em PNs eosinofilicos, observamos uma expressao significativamente maior dos
MRNAs e proteinas GATA-3, IL-5, IL-4 e IL-13. Nos PNs nado eosinofilicos, aumentou a expressao
dos mRNAs e das proteinas IL-17, IL-23 e RORc. Nos testes imunoistoquimicos, observamos maior
numero de mastocitos e menor nimero de neutrofilos nos PNs eosinofilicos, em comparagdo com
PNs nao eosinofilicos. Os pacientes com PNs eosinofilicos obtiveram escores de sintomas mais
graves vs. PNs nao eosinofilicos.

Conclusdo: Demonstramos, pela primeira vez, uma reacao Th2 predominante em PNs eosinofili-
cos e uma reacdo Th17 predominante em PNs nao eosinofilicos. Nosso estudo pode proporcionar
novas estratégias terapéuticas para a rinossinusite cronica.

© 2016 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://

creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

Arinossinusite cronica (RSC) é caracterizada pela inflamagao
persistente da mucosa nasal e paranasal e dividida em
dois tipos, de acordo com a auséncia ou presenca de pdli-
pos nasais (PNs): RSC sem PNs e RSC com PNs (RSCcPN).!
As caracteristicas histologicas dos PNs sdo: inflamacao
com células Th2 acompanhada por infiltracdo com eosi-
nofilos, espessamento da membrana basal e hiperplasia
do epitélio.?”> Na populacdo ocidental, pode-se observar
infiltracdo por eosindfilos na maioria dos PNs e esse achado
é considerado um importante marcador patolégico para
PNs.®7 No entanto, diversos estudos sobre PNs em pacientes
chineses mostraram que muitos desses pacientes se apre-
sentavam com inflamacdo nao eosinofilica.® Muitos deles
demonstraram que um percentual consideravel de PNs em
pacientes chineses exibia predominancia de neutrofilos, mas
ainda nao havia um detalhamento da diferenca entre PNs
eosinofilicos e ndo eosinofilicos.’

Estudos similares demonstraram que a asma eosinofilica
responde ao tratamento farmacologico com glicocorticoi-
des, mas a nado eosinofilica pode apresentar tolerancia
a esses medicamentos.'®'" Em um estudo recentemente
publicado por Wen, sobre a resposta de pacientes com PNs a
terapia oral com corticosteroides, foi constatado que paci-
entes com PNs eosinofilicos se mostravam mais sensiveis aos
corticosteroides vs. pacientes com PNs ndo eosinofilicos.'?
Além disso, os PNs eosinofilicos exibem maior tendéncia
para recidivas pos-operatorias. Todos esses estudos demons-
traram que os PNs eosinofilicos e nao eosinofilicos podem,
na verdade, ser subtipos distintos de PNs, necessitando de
métodos terapéuticos diferentes.

Neste estudo, objetivamos investigar a expressao dos
principais fatores de transcricdo e de citocinas para células
Th1/Th2/Th17 entre PNs eosinofilicos e ndo eosinofilicos e
também fornecer novas informacgoes sobre a RSCcPN.

Método
Pacientes

Em nosso estudo, recrutamos consecutivamente 86 pacien-
tes. O diagnostico se fundamentou principalmente no exame
histopatoldgico. De acordo com métodos prévios,' os PNs
eosinofilicos e nao eosinofilicos foram categorizados com
base nos resultados imunoistoquimicos (IHQ), pela presenca
de < 5 ou > 5 eosindfilos/campo de grande ampliacao
(cga), respectivamente. Os dados basais foram coletados
e, em seguida, obtivemos os escores de Lund-Kennedy e
Lund-Mackey, com o objetivo de avaliar a gravidade dos
PNs. Nenhum dos participantes tinha usado corticosteroides
orais ou nasais nas quatro semanas anteriores a cirurgia.
Os detalhes de todos os participantes estao resumidos na
tabela 1. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica local
(n°20130106), e os participantes deram consentimento livre
e informado.

Cada amostra foi dividida em duas partes: uma foi arma-
zenada a -80°C para a analise de mRNAs e proteinas; a outra
parte foi empregada na coloracao IHQ.

Escores para sintomas

Durante a consulta clinica, os pacientes foram submetidos a
uma avaliacao geral dos sintomas da rinite. Os sintomas de
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Tabela 1 Caracteristicas demograficas e clinicas de pacientes com PNs eosinofilicos e nao eosinofilicos
PNs eosinofilicos PNs nao eosinofilicos p

Género (homem/mulher) 22/24 21/19 0,834
Idade, anos 41,3 39,4 0,235
Duracao dos sintomas, ano 7,5 4,1 0,046
Contagem sanguinea absoluta de eosinofilos, 10%/L 0,28 0,11 0,013
Eosindfilos (%) 2,6 7,8 0,003
Nivel sanguineo de IgE, kU/L 112 19 0,001
Pacientes com alergia (%) 65 22 0.002
Escore de Lund-Kennedy 16,5 10,4 0,012
Escore de Lund-Mackey 17,8 9,8 0,005
Tempos cirdrgicos 2,3 1,1 0,042

PNs, polipos nasais.

obstrucao e prurido nasal, espirros e rinorreia foram classi-
ficados em uma escala de 4 pontos, na qual 0=auséncia de
sintomas, 1=sintomatologia leve, 2 =sintomatologia mode-
rada e 3=sintomatologia grave. Os escores totais para os
sintomas variaram de 0 a 12 e representaram o somatorio
dos escores para bloqueio nasal, prurido nasal, espirros e
rinorreia.

Coloracédo imunoistoquimica

Para a imunoistoquimica, as seccdes foram submetidas a
desparafinizacao e desidratacao; em seguida, foram colo-
cadas em H,0; 0,3% durante 20 minutos a temperatura
laboratorial, para reducao da coloracao de fundo inespe-
cifica. Em seguida a recuperagao do antigeno em tampao
citrato 10 mM durante 15 minutos, procedeu-se incubacao
noturna com anticorpo monoclonal anti-humano para MBP
(eosinofilos, 1:100, Santa Cruz), anti-HNE (neutrofilos,
1:200, Dako) e antitriptase (mastacitos, 1:100, Santa Cruz) a
4°C, respectivamente, para a coloracdo imunoistoquimica.
No dia seguinte, as seccoes foram lavadas com PBS e incu-
badas com o anticorpo secundario (Gene Tech, Shanghai,
China) a temperatura laboratorial, durante uma hora.

Depois da lavagem, e submetidos a coloracao com DAB
(Gene Tech, Shanghai, China) sob microscopia, as seccoes
foram contracoradas com hematoxilina de Mayer (Dako)
durante 40 segundos, desidratadas seriadamente em etanol,
diafanizadas com xilenol (3 vezes) e montadas com balsamo
neutro (Dako). O controle para a coloracao inespecifica foi
feito rotineiramente com PBS, em lugar dos anticorpos pri-
marios; todos os espécimes se revelaram negativos.

As seccoes foram visualizadas com um microscopio Olym-
pus CX40 (Olympus Europa GmbH, Alemanha) e o nimero de
células positivas foi contado em campo de grande ampliacao
(x400). Dez campos foram examinados em cada amostra e,
em seguida, calculamos a mediana para cada anticorpo.

Analise de PCR em tempo real

A analise de PCR em tempo real foi feita conforme descricao
prévia. O mRNA total foi extraido de SIP ou de tecidos da
mucosa com o uso do reagente TRIzol (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as instrucdes do fabri-
cante. Precedeu-se a transcricao reversa (TR) e o cDNA foi

sintetizado a partir de 2 pg de RNA total com uso de um
primer oligo (dT) 18 e por transcriptase reversa de M-MLV
(Takara, Syuzou, Shiga, Japao). A expressao do mRNA foi
determinada com o uso do Sistema de Deteccao ABI PRISM
7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e de SYBR
Premix Taq™ (Takara). As sequéncias dos primers estdo
listadas na tabela 2. As amostras PRISM continham 1 x SYBR
Green Master Mix, 1,5 uL de 5 uM primers, e 25 ng de cDNA
sintetizado em um volume de 25 plL. As reacdes foram
aquecidas a 95°C durante 10min, seguidas por 40 ciclos
de desnaturacao a 95°C durante 10 seg e com extensao
de anelamento a 60°C durante 60 seg. Todas as reacoes
de PCR foram feitas em duplicata. Foi usada a analise da
curva de desnaturacao para o controle da especificidade
da ampliagdo. O valor médio para os replicados foi cal-
culado para cada amostra e foi expresso como valor de
limiar de ciclo (Ct). A expressao relativa de cada gene-alvo
foi determinada como a diferenca (ACt) entre o valor de Ct
do gene-alvo e o valor de Ct da B-actina. As mudancas de
enovelamento no mRNA do gene-alvo foram determinadas
como 274ACt,

Tabela 2 Primers usados para a analise PCR quantitativa
da expressao génica de fatores transcricionais e citocinas

Primer Sequéncia

(s) 59-GTCAATTCCTTGGGGGAGAT-39
T-bet (a) 59-TCATGCTGACTGCTCGAAAC-39

(s) 59-CTGGCCACAGTTGTTTCATG-39
GATA3 (a) 59-GCAACTGGTGAACGGTAACA-39

(s) 59-GCTGTGATCTTGCCCAGAACC-39
DD (a) 59-CTGCCCATCATTGCTGTTAATCC-39

(s) 59-CCACGGACACAAGTGCGATA-39
L= (a) 59-CCCTGCAGAAGGTTTCCTTCT-39

(s) 59-CCCACAAGTGCATTGGTGAA-39
L= () 59-CCTCAGAGTCTCATTGGCTATCAG-39

(s) 59-CAAGACTGAACACCGACTAAG-39
L () 59-TCTCCAAAGGAAGCCTGA-39

(s) 59-TGAGGAGCTGGTCAACATCA-39
L (a) 59-CAGGTTGATGCTCCATACCAT-39

(s) 59-GAGCAGCAACCCTGAGTCCCTA-39
IL-23 (a) 59-CAAATTTCCCTTCCCATCTAATAA-39
CAPDH (s) 59-ACCCAGAAGACTGTGGATGG-39

(a) 59-TTCTAGACGGCAGGTCAGGT-39
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Ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (Elisa)

A amostra de tecido recém-obtida foi pesada, foi adici-
onado um cocktail de inibidores da protease (Keygentec,
Nanjing, China) para cada 100mg de tecido. Em seguida,
o tecido foi homogeneizado com o uso de um homogeneiza-
dor (Kinematica, Suica) durante um min, em gelo. Depois da
homogeneizacao, a suspensao foi centrifugada a 4000 rpm
durante 20 min a 4°C e o sobrenadante foi armazenado a
-80°C até o momento da analise.

Foram usados kits de ensaio imunoabsorvente ligado a
enzima (Elisa) para a determinagao dos niveis teciduais de
IL-5, IL-4, IL-13, IL-17, IL-23, IL-8 e MPO (R&D Systems, Min-
neapolis, MN, USA), em conformidade com os protocolos do
fabricante. Cada amostra foi testada em duplicata. Os limi-
tes de deteccao dos testes foram: IL-5, 3,9 pg/mL; IL-4,
31,2 pg/mL; IL-13, 62,5 pg/mL; IL-17, 31,2 pg/mL; IL-23,
39 pg/mL; MPO, 1,56 mg/mL; IL-8, 3,9 pg/mL.

Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média+DP. A sig-
nificancia estatistica entre os dois grupos foi determinada
com a aplicacao do teste U de Mann-Whitney. Consideramos
p<0,05 como representativo de diferenca significante.

Resultados
Pacientes

Com base em nossos critérios histoldgicos, 46 pacientes com
PNs (53,5%) foram classificados no subgrupo eosinofilico e
40 com PNs (46,5%) foram classificados no subgrupo nao
eosinofilico. As caracteristicas demograficas e clinicas dos
pacientes estao listadas na tabela 1. Em comparacao com
os pacientes com PNs ndo eosinofilicos, aqueles com PNs
eosinofilicos apresentaram duracdo mais prolongada dos sin-
tomas, contagem absoluta de eosinofilos mais alta, niveis
sanguineos de IgE mais altos, maior percentual de histo-
ria de alergia, maior proporcao de eosinofilos, escores de
Lund-Kennedy e Lund-Mackey mais altos, maiores tempos
cirrgicos e escores mais altos para a sintomatologia. Em
termos de idade e género, nao houve diferenca significante
entre pacientes com PNs eosinofilicos e nao eosinofilicos.

Comparacao da histologia entre PNs eosinofilicos
e nao eosinofilicos

Constatou-se que o numero de células inflamatérias totais
em PNs eosinofilicos aumentou significantemente, em
comparacao com PNs nédo eosinofilicos (dados nao apresen-
tados). Com relacao aos tipos celulares, os PNs eosinofilicos
exibiam maior nimero de mastocitos, exceto para eosindfi-
los, enquanto os PNs nao eosinofilicos apresentavam maior
infiltracdo por neutrdfilos (tabela 3). Nossos resultados tam-
bém demonstraram que 85% dos PNs eosinofilicos tinham
mais de seis mastocitos por cga, enquanto todos os PNs
nao eosinofilicos tinham menos de trés mastocitos por
cga. Por outro lado, os PNs nado eosinofilicos exibiam
grande infiltracdao por neutrofilos. No total, 90% dos PNs

Tabela 3 Escore mediano e IC de 95% (média & EPM) das
contagens celulares em pacientes com PNs eosinofilicos e
nao eosinofilicos (por campo de grande ampliagao)

PNs eosinofilicos PNs nao eosinofilicos p

Eosindfilos 9,3 (8,8+2,1) 2,8 (2,6+0,3) 0,02
Neutrofilos 1,5 (1,7 £0,5) 6,3 (5,4+1,5) 0,04
Mastocitos 7,6 (6,8 £2,3) 2,9 (2,8+0,1) 0,01

nao eosinofilicos tinham mais de cinco mastocitos por cga,
enquanto todos os PNs eosinofilicos tinham menos de dois
neutrofilos por cga. Também analisamos a relacao entre
o nimero de eosindfilos e outras células e constatamos
que o nimero de eosindfilos tinha correlacdo positiva
com o numero de mastocitos (r=0,68; p<0,001) e com o
total de células inflamatérias (r=0,46; p<0,05); mas nao
observamos relacao entre eosinofilos e neutrofilos.

Comparacao da expressao de mRNA entre PNs
eosinofilicos e ndo eosinofilicos

Nos PNs eosinofilicos, observamos expressao mais alta de
fatores de transcricao e de citocinas de Th2 (GATA-3, IL-5,
IL-4, IL-13), enquanto que nos PNs nao eosinofilicos obser-
vamos expressao mais alta para os fatores de transcricao e
citocinas de Th17 (RORc, IL-17A, e IL-23) (fig. 1). Para os
fatores de transcricao e citocinas de Th1 (T-bet e IFN-v),
nao observamos diferenca entre os dois grupos (dados nao
apresentados).

Comparacao da expressao de proteinas entre PNs
eosinofilicos e ndo eosinofilicos

De maneira similar ao que ocorreu com a expressao de
mRNA, as citocinas de Th2 (IL-5 e IL-13) estavam signifi-
cativamente mais altas nos PNs eosinofilicos e as citocinas
de Th17 (IL-17A e IL-23) estavam significativamente mais
altas nos PNs nao eosinofilicos (fig. 2). Contudo, nao foi pos-
sivel detectar a expressao da proteina IL-4 em ambos os
grupos (dados nao apresentados). Em relacao a expressao
das citocinas de Th1 (IL-12 e IFN-vy), nao foram observadas
diferencas entre os dois grupos (dados nao apresentados).
Além disso, a expressdao de marcadores de neutrofilo (IL-8,
MPOQ) estava mais alta em PNs nao eosinofilicos vs. eosino-
filicos. Na analise da relacdo entre expressao das citocinas,
observou-se que IL-17A apresentava correlacao positiva
tanto com a expressao de IL-8 como de MPO (r=0,53,
p<0,01; r=0,57, p<0,05).

Discussao

Nas populacoes caucasianas, PNs sao considerados even-
tos orquestrados por células Th2 e a eosinofilia tecidual
€ uma caracteristica muito importante.''® A infiltracdo
e a ativacdo dos eosinofilos na mucosa nasal podem pro-
mover a secrecao de proteinas granulares especificas, a
sintese e a liberacdo de mediadores lipidicos, citocinas infla-
matorias, quimiocinas e fatores do crescimento. Por meio
desses mediadores quimicos, os eosinofilos contribuem para
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Figura 1

o desenvolvimento dos PNs; mas diversos estudos demons-
traram que menos de 50% dos pacientes com PNs na China
ou em outros paises asiaticos apresentavam inflamacao
eosinofilica.””'® Tal achado significa que os PNs sao hete-
rogéneos e podem ser divididos, em termos gerais, em dois
subtipos: PNs eosinofilicos e ndo eosinofilicos. Os PNs eosino-
filicos podem ser adequadamente controlados pela terapia
com corticosteroides, enquanto os nao eosinofilicos respon-
dem a uma combinacdo de cirurgia endoscopica e terapia
com macrolideos.?!

Em nosso estudo, o grupo dos PNs eosinofilicos demons-
trou maior prevaléncia de alergia e de niveis de IgE. Tendo
em vista que a contagem de eosinofilos no sangue tem
correlagdo significativa com infiltracdo dos pdlipos nasais
por essas células, ela poderia ser um bom marcador para
inflamacéo eosinofilica em pacientes com PNs. Todos esses
dados indicaram que a ocorréncia de PNs eosinofilicos estava
intimamente relacionada a alergia, embora o seu papel
na patogénese das PNs ainda seja objeto de controvérsia.
Alguns estudos questionaram o papel da alergia na pato-
génese dos PNs. Caplin et al. avaliaram 3.000 pacientes
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atopicos e observaram que apenas 0,5% desses pacientes
também apresentava PNs. Outros artigos também nao foram
capazes de demonstrar uma incidéncia mais alta de atopia
em pacientes com PNs, ou de um padrao de inflamacao alér-
gica na patogénese dos PNs.?2"2* Assim, nosso estudo sugere
a necessidade de pesquisas com coortes maiores, para essa
comprovacao. Também constatamos que a infiltracao por
eosinofilos estava diretamente correlacionada com a gravi-
dade da doenca, pois tanto os escores totais como os escores
para cada item estavam aumentados nos PNs eosinofilicos.
Em conjunto, nossos resultados sugerem que os PNs eosi-
nofilicos prenunciam uma longa duracdo da doenca e um
prognostico pior.

Nos testes histoldgicos, constatamos a ocorréncia de uma
reacdo inflamatoria mais grave nos PNs eosinofilicos, que
se apresentou por maior infiltracdo de mastdcitos e eosi-
nofilos e por maior infiltracdo de neutréfilos nos PNs nao
eosinofilicos. O mastocito é a principal célula efetora das
reacoes alérgicas mediadas por IgE, por liberar histamina
e outros agentes quimicos envolvidos na inflamacao alér-
gica; a infiltracdo dessa célula nos PNs eosinofilicos sugere
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Figura2 Comparacao da expressao de proteinas entre PNs eosinofilicos e ndo eosinofilicos.

que uma resposta imune mediada por linfocitos T pode
desempenhar papel importante nos PNs eosinofilicos. Em
concordancia com esses resultados, nossos dados demons-
traram que o nuimero de eosindfilos estava positivamente
correlacionado com o nimero de mastocitos e de célu-
las inflamatorias totais. Com frequéncia, acredita-se que a
infiltracdo por neutréfilos esteja relacionada com infeccao
bacteriana, mas nossos resultados demonstraram que esse
tipo de infiltracao também estava envolvido na inflamacao
cronica. Nagakura sugeriu que a atividade quimiotaxica
neutrofilica de alto peso molecular estava relacionada a
hipersensibilidade nasal. Além disso, a elastase liberada
pelos neutrofilos em seguida a degranulacao pode desem-
penhar papel importante na lesdo aos tecidos.?>?¢

Estudos ja publicados confirmaram o papel da célula
Th na patogénese da RSC; diante disso, comparamos a
expressao de mRNAs e de proteinas entre os dois grupos.
Nossos resultados revelaram reacao Th2 predominante em
PNs eosinofilicos e reacdo Th17 predominante em PNs ndo
eosinofilicos, mas observamos a expressao de fatores de
transcricao (T-bet e IFN-y) e de citocinas entre os dois
grupos. Ha necessidade da presenca de GATA-3 para um com-
promisso orientado para as células Th2 e para o controle da
expressao de IL-5.27730 A super-regulacao de GATA-3 em PNs
eosinofilicos se refletiu no subsequente aumento no mRNA e
na proteina IL-5. Como marcador para células Th17, analisa-
mos o fator de transcricdo RORc, foi constatada expressao
significativamente maior em PNs ndo eosinofilicos.3"3? De
forma semelhante, os niveis das citocinas de Th17 (IL-17A
e IL-23) estavam significativamente mais elevados nos PNs
nao eosinofilicos. Em concordancia com nossos resultados,

estudos prévios demonstraram que o eixo IL-17-IL-23 desem-
penha papéis importantes na patogénese dos PNs. Como
esperado, os marcadores de neutrofilos (IL-8, MPO) nos
PNs nao eosinofilicos estavam mais elevados vs. marcado-
res de PNs ndo eosinofilicos. Também verificamos que IL-17A
demonstrava uma correlacao positiva com a expressao tanto
de IL-8 como de MPO. Isso sugere que IL-17 pode estar rela-
cionado a migracao dos neutrofilos; assim, esse mecanismo
merece uma exploracao mais aprofundada.

Concluséao

Em resumo, nossos dados demonstraram pela primeira vez
a reacao Th2 predominante em PNs eosinofilicos e a reacao
Th17 predominante em PNs nao eosinofilicos. Nosso estudo
pode proporcionar uma nova estratégia terapéutica para os
PNs.
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