
Braz J Otorhinolaryngol. 2020;86(6):743---747

www.bjorl.org

Brazilian Journal of

OTORHINOLARYNGOLOGY

ARTIGO ORIGINAL

Micronucleus  count in  nasal  epithelial  cells

from patients with  chronic rhinosinusitis and polyps�

Renata Loss Drummond ∗,  Cláudia Ramos Rhoden , José Faibes Lubianca Neto ,
Alan  da Silveira Fleck ,  Rita Carolina Pozzer Krumenauer Padoin
e Sérgio Luis Amantéa

Irmandade  Santa  Casa  de Misericórdia  de  Porto  Alegre,  Hospital  Santa  Clara,  Porto  Alegre,  RS,  Brasil

Recebido  em  21  de  janeiro  de  2019;  aceito  em  21  de  maio  de 2019

Disponível  na  Internet  em  20  de  outubro  de  2020

KEYWORDS
Micronucleus  tests;
Nasal  polyps;
Sinusitis;
Inflammation

Abstract

Introduction:  Chronic  rhinosinusitis  with  nasal  polyps,  a prevalent  disease  affecting  around  2%

of the  world  population,  is characterized  by  symptomatic  inflammation  of  the  nasal  mucosa

and impairment  of  quality  of  life.  Chronic  rhinosinusitis  with  nasal polyps  has  a  multifactorial

etiology, involving  a  dysfunctional  host  response  to  environmental  factors.  Thus,  inflammatory

models may  be  useful  to  shed  light  on  the  pathophysiology  of  this  disease.  Micronucleus  count

has been  used  to  screen  DNA  damage  in various  tissues.

Objective: To  investigate  the  association  between  frequency  of  micronucleus  in  exfoliated  cells

from  the nasal  cavity  of  patients  with  chronic  rhinosinusitis  with  nasal  polyps  and  disease

severity.

Methods:  This  cross-sectional  study  included  21  patients  with  chronic  rhinosinusitis  with  nasal

polyps and  19  controls  without  disease.  None  of  the  participants  were  smokers.

Results:  Mean  micronucleus  count  was  3.690  per 1000  cells  (±2.165)  in  individuals  with  vs.  1.237

per 1000  cells  (±0.806)  in controls;  (Student’s  t  test  =  4.653,  p  <  0.001).  Nasal  surgery  in the

past 5  years  and  aspirin-exacerbated  respiratory  disease  were  not  associated  with  nicronucleus

count (p  = 0.251).

Conclusion:  Micronucleus  count  seems  to  be linked  to  chronic  rhinosinusitis  with  nasal  polyps,

providing a  new  perspective  for  the  evaluation  of  this  disorder.
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PALAVRAS-CHAVE
Teste  micronúcleo;
Pólipos  nasais;
Sinusite;
Inflamação

Contagem  de  micronúcleos  em  células  epiteliais  nasais  de pacientes  com

rinossinusite  crônica  e  pólipos

Resumo

Introdução:  A  rinossinusite  crônica  com  pólipos  nasais,  doença  prevalente  que  afeta  cerca

de 2%  da  população  mundial,  é caracterizada  por  inflamação  sintomática  da  mucosa  nasal  e

comprometimento  da  qualidade  de  vida.  A rinossinusite  crônica  com  pólipos  nasais  tem  eti-

ologia multifatorial,  envolvendo  resposta  disfuncional  do  hospedeiro  a  fatores  ambientais.

Assim, modelos  inflamatórios  podem  ser  úteis  para  esclarecer  a  fisiopatologia  dessa doença.

A contagem  de  micronúcleos  tem  sido  usada  para  rastrear  danos  no  DNA em  vários  tecidos.

Objetivo:  Investigar  a  associação  entre  a  frequência  de  micronúcleos  em  células  esfoliadas

da cavidade  nasal de pacientes  com  rinossinusite  crônica  com  pólipos  nasais  e  a  gravidade  da

doença.

Método: Estudo  transversal  que  incluiu  21  pacientes  com  rinossinusite  crônica  com  pólipos

nasais  e 19  controles  sem  doença.  Nenhum  dos  participantes  era  fumante.

Resultados:  A contagem  média  de micronúcleos  foi  de 3,690 por  1.000  células  (±  2,165)  nos

indivíduos  doentes  e  1,237  por  1.000  células  (± 0,806)  nos  controles  (teste  t  de Student  =  4,653;

p < 0,001).  A cirurgia  nasal nos  últimos  5  anos  e a  doença respiratória  exacerbada  por  aspirina

não foram  associadas  à  contagem  de micronúcleos  (p  =  0,251).

Conclusão:  A  contagem  de micronúcleos  parece  estar  ligada  à  rinossinusite  crônica  com  pólipos

nasais, proporcionando  uma  nova  perspectiva  para  a  avaliação  dessa  doença.

© 2019  Associação  Brasileira  de Otorrinolaringologia  e Cirurgia  Cérvico-Facial.  Publicado

por Elsevier  Editora  Ltda.  Este é  um  artigo  Open  Access  sob  uma  licença CC  BY  (http://

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

Introdução

A  rinossinusite  crônica  com  pólipos  nasais  (RSCcPN)  é  carac-
terizada  por  inflamação  sintomática  persistente  (12  semanas
ou  mais)  da  mucosa  nasal  e  dos  seios  paranasais,  com  o
desenvolvimento  de  pólipos  nasais.1 Estima-se  que  a  pre-
valência  mundial  de  RSCcPN  varie  de  2%  a 5%.2,3 Em  alguns
pacientes,  a RSCcPN  está  associada  a  uma  pioria  significa-
tiva  na  qualidade  de  vida,  comparável  àquela  resultante  da
artrite  reumatoide  e  da  diabetes  mellitus.4

Uma  etiologia  multifatorial  foi  estabelecida  para  a  RSC-
cPN,  possivelmente  envolve  uma  resposta  disfuncional  do
hospedeiro  a fatores  ambientais,  bem  como  contribuições
genéticas  e  epigenéticas  para  aumentar  a  suscetibilidade
individual.5 Sabe-se  que  o  tratamento  clínico  e/ou  cirúrgico
adequado  da  RSCcPN  melhora  significativamente  a quali-
dade  de  vida.6 No  entanto,  por razões  desconhecidas,  em
alguns  pacientes  a RSCcPN  é  refratária  ao tratamento,  leva
à  persistência  dos  sintomas  e  à  recorrência  de  difícil  manejo.
Até  o presente  momento,  não há  recursos  laboratoriais
disponíveis  para  distinguir  entre  os diferentes  tipos  de anor-
malidades  ou  estabelecer  o  prognóstico  de  pacientes  com
RSCcPN.

Em alguns  distúrbios  respiratórios,  como  asma  e bron-
quiolite  viral  aguda,7 micronúcleos  (MN) foram  identificados
como  marcadores  úteis  de  dano  celular.  Os  MN  são  capazes
de  sinalizar  eventos  associados  à genotoxicidade  celular  e
molecular,  fornecem  apoio  para  uma  melhor  compreensão
da  etiologia  e da  patogênese  e, consequentemente,  para
o  estabelecimento  de  estratégias  de  prevenção.8 Assim,  a

identificação  de MN  em  células  esfoliativas  de indivíduos
com  RSCcPN  pode  ser  uma  ferramenta  útil  para  esclarecer
os  mecanismos  subjacentes  à  RSCcPN.9

O objetivo  do presente  estudo  foi  investigar  a associação
entre  a  frequência  de MN  em  células  esfoliadas  da  cavi-
dade  nasal  de pacientes  com  RSCcPN  e  a  gravidade  da
doença.

Método

Um  estudo  transversal  controlado  foi  feito  no  ambulatório
de  otorrinolaringologia  da Santa  Casa de Porto Alegre.  Com
uma  técnica  de amostragem  consecutiva,  foram  seleciona-
dos  pacientes  ≥  18 anos, com  diagnóstico  clínico  de  RSCcPN,
que  passaram  por consulta  no  serviço de otorrinolaringolo-
gia  nos meses  de julho  e  agosto  de 2015.  Fumantes  atuais  e
pacientes  com  infecções  ativas  foram  excluídos.

Um  grupo controle  foi  escolhido  por amostragem  de con-
veniência  na enfermaria  cirúrgica  do  hospital.  Funcionários
e  parentes/acompanhantes  de  pacientes  cirúrgicos  foram
convidados  a participar.  Os  mesmos  critérios  de exclusão
usados  para  os  pacientes  foram  aplicados  ao  grupo  controle.
Além  disso, aqueles  com  doença ativa das vias  aéreas  supe-
riores  também  foram  excluídos.  Indivíduos  com  ≥  18  anos
que  concordaram  em  participar  do estudo  foram  incluídos
no  grupo  controle.

Todos  os  participantes  forneceram  consentimento  infor-
mado  por escrito  antes  do  início  do estudo.  O protocolo  foi
aprovado  pelo comitê  de ética  em pesquisa  da Santa  Casa
de  Porto  Alegre  (8064/2015).
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Tabela  1  Características  dos  indivíduos  com  e sem  pólipos  nasais  (controles)

Com  pólipos  (n =  21) Controle  (n  = 19)  p

Idade  (anos  ± DP) 52,57  ± 9,79  41,05  ± 11,93  0,002a

Gênero

Masculino  10  9  0,763b

Feminino  11  10

Rinite  14  13  0,826b

Asma  8  6  0,921b

Abuso  de  álcool 1  0  1,000c

Cirurgia  sinusal  prévia  <  5 anos 8  0  0,251c

a teste t de Student.
b Teste qui-quadrado.
c Teste exato de Fisher.

Protocolo  do  estudo

Após  entrevista  médica  e  exame otorrinolaringológico,  os
pacientes  com  evidências  de  RSCcPN  foram  convidados  a
participar  do  estudo.  Aqueles  que  concordaram  em  partici-
par  assinaram  o  termo  de  consentimento  livre  e  esclarecido
e  responderam  a um questionário  de  saúde  padronizado,
administrado  a todos os  participantes  por  um  dos  pesquisa-
dores  (RLD),  que  também  fez  a coleta  de  células  esfoliativas
da  mucosa  nasal  para  contagem  de  MN.  As células  esfoliadas
foram  coletadas  com  o  paciente  na posição  sentada.

O  procedimento  de  coleta e  análise de  amostras
baseou-se  no  protocolo  descrito  por Thomas  et  al.10 Resumi-
damente,  os  espécimes  foram  coletados  a partir  do  meato
médio  com  uma  escova  citológica  (cytobrush)  e armaze-
nados  a  4 ◦C em  solução  de  Methacarn  (metanol  3:1 ácido
acético)  para  fixação  (não  superior  a 14  dias).  No laborató-
rio, os  microtubos  foram  centrifugados  por 5  minutos  a 19 ◦C
e  1.000  RPM.  Após  cada  etapa  de  centrifugação,  os  espéci-
mes  foram  lavados  três  vezes  e  ressuspensos.  Após  a  última
etapa  de  centrifugação, alíquotas  de  0,5 mL de  suspensão
de  células  foram  transferidas  para  lâminas  (duas lâminas  por
indivíduo)  para  coloração.

As lâminas  foram  coradas  sequencialmente:  etanol  50%
por  1  min,  seguido  por  etanol  20%  por  1 min  e enxaguado
com  água  destilada  por  2  minutos.  Os  espécimes  foram  então
imersos  em  solução  de  HCl  5 M  (40  mL HCI  e  60  mL de água
destilada),  enxaguados  com água  destilada  por  2 minutos  e
corados  com  reagente  de  Schiff  por  80  minutos  em  ambi-
ente  escuro.  Após  esse  período, as  amostras  foram  lavadas
com  água  corrente  por  5  minutos  e  com  água  destilada  por
um  minuto,  seguido  de  contracoloração com  solução verde
rápido  a  0,2%  por  2 minutos.  Finalmente,  as amostras  foram
enxaguadas  com  água  destilada  durante  2 minutos.

As  amostras  foram  analisados  com  um microscópio  óptico
com  aumento  de  400x.  Apenas  células  basais  e  diferenciadas
foram  consideradas  para  análise.  O  número de  micronúcleos
foi  contado  em  1.000  células  por  lâmina.  Os  resultados  foram
expressos  como  média  ±  desvio-padrão.  A normalidade  de
distribuição  foi  confirmada  pelo teste de  Shapiro-Wilk.  O
teste  t  de  Student  foi  usado  para  comparação das  médias  e  a
associação  entre  as  variáveis  foi  determinada  pelo  teste  de
qui-quadrado.  Foi  adotado  um  nível  de  significância  de 95%
(p  <  0,05).  As análises  foram  feitas  no  SigmaPlotTM  (versão
13,  2012).
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Figura  1  Número  de micronúcleos  (MN)  por  1.000  células  em

células  esfoliativas  nasais  de  indivíduos  com  pólipos  nasais;

(* p < 0,001).

Resultados

A  amostra  incluiu  40  participantes,  distribuídos  em  dois gru-
pos  de acordo  com  a presença de pólipos:  21  pacientes  com
pólipos  e  19  controles  sem  pólipos.  Não  houve  diferenças
entre  os  grupos  quanto  aos  aspectos  demográficos,  com
exceção  da  idade,  que  foi  maior  nos pacientes  com  RSCcPN
(tabela  1). Como  a  tríade  de  Samter  (também  conhecida
como  síndrome  de Widal  ou  doença respiratória  exacerbada
por  aspirina,  DREA)  tem  sido  associada  a  um  mau prognós-
tico  para  doença sinusal  (1),  verificamos  a  associação  entre
contagem  de MN  e DREA.  Não  houve  aumento  de  MN  em  paci-
entes  com  DREA  (p  =  0,310).  Também  não houve  associação
entre  cirurgia  nasal  nos  últimos  5 anos  e contagem  de  MN
(p  =  0,251).

A  contagem  de MN  foi  aproximadamente  três  vezes maior
nas  células  esfoliativas  de  pacientes  com  pólipos  vs.  con-
troles:  3,690 ±  2,165 MN  por  1.000  células  vs.  1,237  ±  0,806
MN por  1.000 células,  respectivamente  (p  < 0,001)  (fig. 1).
A  figura  2  mostra  uma fotomicrografia  de MN  em  células
esfoliadas  nasais.

Discussão

A  contagem  de  MN  em  células  da  mucosa  nasal,  obtidas  de
portadores  de  RSCcPN  e  controles  por técnica  esfoliativa,  foi
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Figura  2  Micronúcleos  (seta  esquerda)  e núcleo  normal  (seta

direita)  em células  epiteliais  esfoliadas  orais  (400  × ).

factível,  simples  e  segura.  A  coleta  de  células  esfoliativas
permite  a avaliação  direta  do órgão  alvo;11 por essa  razão,
tem  sido  usada  em  estudos  que  enfocam  uma  variedade  de
doenças.12 Os  MN  têm  sido considerados  como  biomarcado-
res  carcinogênicos  há muito  tempo.  Nas  últimas  décadas,  os
MN  também  foram  usados  como  biomarcadores  de  danos  cro-
mossômicos,  instabilidade  genômica  e  risco  de  câncer.13 Mais
recentemente,  os MN  têm  sido usados  para  avaliar  danos
à  mucosa  nasal,  através  da  investigação  de  genotoxicidade
tecidual  em estudos  de  monitoramento  ambiental.14

No  presente  estudo,  a  diferença  entre  os participantes
com  e  sem  pólipos  na contagem  de  MN  ---  que  foi  aproximada-
mente  três vezes  maior  em  indivíduos  com  pólipos  ---  sugere
dano  celular  (genotoxicidade)  em  pacientes  com  RSCcPN.
Até  o  momento,  não  há estudos que  avaliem  a contagem
de  MN  em  pacientes  com  polipose  nasal;  no  entanto,  outros
tipos  de  dano  celular  têm  sido  associados  a pólipos  nasais.
15,16 Além  disso, os  presentes  achados  convergem  com  dados
descritos  na literatura  para  outras doenças,  nas  quais  uma
maior  contagem  de  MN  foi  descrita  nas  células-alvo  de
pacientes,  em  comparação a controles  livres de  doença.11

Mandard  et al.17 encontraram  uma  contagem  de  MN  duas
vezes  mais  alta  na mucosa  oral  de  pacientes  com  doenças
do  trato  digestivo  vs.  controles;  Chakrabarti  e  Dutta18 rela-
taram  um  aumento  na contagem  de  MN  proporcional  ao
grau  de  malignidade  detectado  em  esfregaços cervicais  de
rotina;  Herrström  et al. observaram  aumento  na contagem
de  MN  em  amostras  de  sangue  de  jovens  asmáticos.19 Estu-
dos  recentes  também  mostram  que  a contagem de MN  é
útil  para  o  biomonitoramento  de  vários  estágios  da  doença,
inclusive  triagem  de  genotoxicidade,  detecção de maligni-
dades,  doença paraneoplásica  e  efeitos  da  radioterapia.11

No  entanto,  alguns  autores  apontam  para  a necessidade  de
estabelecer  padrões  de  normalidade  na contagem  de MN
em  diferentes  tecidos,20 o  que  facilitaria  a  comparação de
resultados  entre  estudos  de  todo  o  mundo.

Não  foi  possível  determinar  uma correlação entre  os fato-
res  considerados  de  impacto  negativo  no prognóstico,  como
DREA  e  cirurgia  nos últimos  5  anos,  com o  aumento  da  conta-
gem  de  MN  em  amostras  esfoliativas.  Acreditamos  que  isso
seja  consequência  do pequeno  tamanho  da  amostra,  uma
vez  que  autores  anteriores  relataram  que  a  contagem  de
MN  varia  em  diferentes  estágios  da  doença,  com diminuição
na  contagem  de  MN  nas  células  da  bexiga  após  tratamento
da  esquistossomose 21, bem  como  após o  uso de  agentes
protetores  de  DNA,  como  betacaroteno  e  vitamina  A.22

Nosso  estudo  tem  algumas  limitações,  como  o  pequeno
tamanho  de  amostra.  A  incapacidade  de determinar  as
diferenças entre  os  grupos,  especialmente  em  relação aos
fatores  prognósticos,  pode ser  resultado  do baixo  poder
amostral,  levar  ao  erro  do  tipo  II. Além disso,  a  diferença
de  idade  entre  pacientes  com  pólipos  e  controles  pode
também  ter introduzido  algum  viés.  Entretanto,  ambos  os
grupos  incluíram  pacientes  com  o  mesmo  status  biológico,
a  maioria  dos  quais  era  de  adultos  ou  adultos  mais  velhos.23

Estudos  recentes24,25 sugeriram  que  a  contagem  de  MN  está
aumentada  em  adultos  mais  velhos. Por  outro  lado,  investi-
gadores  como  Calderon-Garciduenas  et  al.26 não observaram
diferenças na contagem  de  MN  associadas  à  idade.  Assim,
estudos  mais  extensos  podem  contribuir  para  esclarecer  o
papel  da  idade  na prevalência  de  MN.

Conclusão

A contagem  de MN  em  células  esfoliativas  da  mucosa  nasal
de pacientes  com  RSCcPN  foi factível,  simples  e  segura.  Essa
técnica  não requer  recursos  laboratoriais  sofisticados  e  pode
ser  facilmente  feita  em  ambientes  experimentais  e  clínicos.
Acreditamos  que  a contagem  aumentada  de  MN  encontrada
em nossos  pacientes  com  RSCcPN  fornece  uma  nova  pers-
pectiva  para  a avaliação  desse  distúrbio,  cuja fisiopatologia
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