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PALAVRAS-CHAVE

Rinite gestacional; Resumo_ . . i L . . . .

VPACT: Introdugdo: A rinite gestacional € um distirbio comum da otorrinolaringologia relacionado
VPACZf a hormonios sexuais. Existem alguns estudos epidemiologicos e fisioldgicos sobre rinite ges-
Estrad%ol' tacional, mas as alteracdes histopatoldgicas e biomoleculares ainda ndo foram estudadas

completamente.

Objetivo: Os receptores VPAC1 e VPAC2 sdo conhecidos por seu papel na rinite alérgica. Por
outro lado, a ativacdo da alergia subclinica tem sido sugerida na fisiopatologia da rinite ges-
tacional. Portanto, objetivamos comparar o padrao fisiologico e gestacional da expressao de
VPAC1 e VPAC2 na mucosa nasal de ratos.

Método: Vinte ratas fémeas Wistar albinas adultas foram incluidas no estudo. Os dois grupos
foram divididos em 10 ratas; controle (grupo A) e 10 ratas prenhes (grupo B). Elas foram ali-
mentadas ad libitum e abrigadas em temperatura ambiente (22° +2° C). Sacrificamos as ratas
no 20° dia de gestacdo por injecdo intraperitoneal de 400 mg/kg de sddio-pentobarbital. Em
seguida, foram coletados 10 a 15 mL de sangue e as amostras foram reservadas para a deteccao
dos niveis séricos de estradiol e progesterona pelo método Elisa. O septo nasal foi ressecado e
dividido em 2 para analises imuno-histoquimicas e testes de reacdao em cadeia da polimerase
em tempo real, RT-PCR, de VPAC1 e VPAC2.
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Resultados: VPAC1 e VPAC2 foram encontrados em todas as camadas da amostra septal, mas
a imunocoloracéo do epitélio de superficie foi mais distinta nas amostras de ambos os grupos.
Demonstramos maior intensidade geral de coloracao no grupo gestante. A reacao de polimerase
em cadeia revelou aumento significante na expressao de VPAC1 (p=0,023) e VPAC2 (p=0,021) no
grupo gestante quando comparado ao grupo controle. Além disso, demonstramos um efeito up-
-regulador do estradiol e progesterona na expressao do receptor peptideo intestinal vasoativo.
Conclusé@o: A up-regulacado gestacional dos receptores VPAC1 e VPAC2 nasais foi demonstrada
tanto por reacédo de polimerase em cadeia quanto por analise imuno-histoquimica. Esses achados
corroboram a hipétese de que a rinite gestacional é causada pela ativacao de alergia subclinica
presente antes da gestacao.

© 2020 Associacao 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/).

Introducéo

As flutuacdes nos niveis séricos de gonadocorticoides causam
alguns sinais e sintomas otorrinolaringolégicos (ORL)."? Sabe-se
que condicdes fisiologicas, patologicas ou iatrogénicas causam
alteracdes nos niveis de gonadocorticoides.>> A gestacdo, como
condigao fisioldgica, também induz alguns sintomas ORL relaciona-
dos aos horménios sexuais.®” Um deles é a rinite gestacional (RG),
também chamada de rinite induzida pela gestacdo, que é definida
como a presenca de congestdao nasal, rinorreia e espirros, que
surgem particularmente durante a gestacao e desaparecem em
3 semanas apos o parto. Além disso, historico de alergia e outras
doencas nasais sao definidos como critérios de exclusdo paraRG.>®

A RG predispde ao ronco e até a sindrome da apneia obstru-
tiva do sono, que induz algumas morbidades maternas e fetais.’""
A fisiopatologia da RG ainda nao é totalmente compreen-
dida. Porém, niveis séricos aumentados de hormonios especificos
(progesterona [PG], estradiol [E2], hormonio de crescimento pla-
centario, gonadotrofina corionica humana) foram identificados
como fator desencadeante.'” A ativacdo da alergia subclinica
também foi sugerida como a fisiopatologia da RG em alguns
estudos.>'>"'* No entanto, ndo ha alto nivel de evidéncia para
apoiar o fato de que a rinite alérgica (RA) e a RG compartilhem
processos fisiopatoldgicos semelhantes. Além disso, o impacto
dos horménios sexuais na mucosa nasal foi estudado em varios
aspectos.’>"20 Porém, existem dados muito limitados sobre as
alteracdes histopatologicas e biomoleculares na mucosa nasal de
pacientes com RG.2"?2

Sabe-se que o peptideo intestinal vasoativo (VIP, do inglés
vasoactive intestinal peptide) € um hormonio peptidico secre-
tado em varios tecidos.?> O VIP é conhecido principalmente por
suas funcdes imunomoduladoras.?* Ele participa na regulacio da
resposta imune através de 4 receptores (VPAC-1, VPAC-2, PAC1,
CRTH2). No trato respiratério superior, o VIP funciona princi-
palmente via VPAC1 e VPAC2. Por outro lado, a up-regulacao
da expressdo nasal de VPAC-1 e VPAC-2 foi relatada na RA.% A
ligacdo entre essas duas proteinas receptoras e alergia também
foi demonstrada em alguns outros estudos.?*2% Considerando esses
achados, nossa hipotese é que o padrao de expressao de VPAC-1
e VPAC-2 causaria uma alteracao significativa na mucosa nasal de
ratas gravidas em comparacdo com as nao gravidas. A descoberta
de qualquer alteracao gestacional na expressao nasal dessas 2 bio-
moléculas pode revelar parcialmente o contexto histopatoldgico
da RG. Além disso, podemos ter a oportunidade de identificar uma
via comum que ligaria a fisiopatologia da AR e RG. Dessa maneira,
novas estratégias de tratamento poderiam ser propostas para a
RG.

Que seja de nosso conhecimento, a expressao nasal de VPAC1
e VPAC2 ainda nao foi estudada em relacdo a gestacdo. Neste
estudo, exploramos o padrao fisioldgico da expressao de VPAC-
1 e VPAC-2 na mucosa nasal de ratas, bem como o impacto da
gestacdo nesses receptores. Além disso, o efeito da PG e E2 na
expressao desses 2 receptores também foi estudado.

Método
Animais

Este estudo experimental com animais foi feito no centro instituci-
onal de pesquisa e aplicacao de animais experimentais, de acordo
com a politica aceita sobre o uso de animais. O comité institucio-
nal de ética para pesquisas em animais aprovou os procedimentos
gerais.

Vinte ratas Wistar adultas (8-12 semanas de idade) albinas
foram incluidas no estudo. As ratas foram alimentadas ad libitum e
abrigadas a temperatura ambiente (22° 4+2°C) em um ciclo claro-
-escuro de 12 horas. Todos os procedimentos foram feitos durante
o dia. Trinta e duas ratas, fémeas, foram alojadas juntamente
com ratos machos na proporcao de 4/1 durante a noite. Na manha
seguinte, foram examinados esfregacos vaginais das ratas fémeas
quanto a presenca de espermatozoides. Aceitamos a observacao
de espermatozoides como o dia 0da gestacao, conforme descrito
anteriormente.?”’-2° As 10 primeiras ratas com esfregaco vaginal
negativo e 10 com esfregaco vaginal positivo foram escolhidas
dentre as 32 ratas como grupo controle (grupo A) e grupo ges-
tante (grupo B), respectivamente. As 12 ratas restantes nao foram
incluidas no estudo. Foi relatado que o periodo de gestacao do
rato Wistar albino é de aproximadamente 22 (21 a 26) dias.?’ Por
esse motivo, sacrificamos as ratas no 20° dia de gestacao através
de injecdo intraperitoneal de 400 mg/kg de sodio-pentobarbital,
como descrito anteriormente.3? Apds a perda de consciéncia e
reflexo de endireitamento, 10 a 15mL de sangue foram coleta-
dos através de uma agulha 23G diretamente do coracao antes da
diminuicao do pulso. As amostras de sangue foram reservadas para
a deteccao dos niveis séricos de E2 e PG pelo teste Elisa.

Em seguida, raspamos o dorso nasal (fig. 1a). Separamos os
0ssos nasais da maxila de maneira ascendente e revelamos a cavi-
dade nasal macroscopicamente, como descrito por Alvites et al.
(fig. 1b).%° Em seguida, ressecamos a parte cartilaginosa do septo
(septo nasal cartilaginoso), tomamos cuidado para nao danificar
a integridade da mucosa. A amostra ressecada foi dividida em 2
partes para analises imuno-histoquimicas e reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR).
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Figura 1

(@) Visao externa do rinario de rata (pelo dorsal raspado), (b) teto nasal (osso nasal) sdo mobilizados em direcao

ascendente; (c) visdo macroscopica interna de ambas as cavidades nasais apos a remocao do teto nasal. Sdo observados o septo
nasal, concha nasal média e osso frontal. Seta: Osso nasal; 1 e 2: conchas nasais médias; 3: Septo com epitélio respiratorio; 4:

vémer com mucosa olfativa; * Osso frontal.
Imuno-histoquimica (IHQ)

As amostras foram fixadas em solucédo de formaldeido a 10% por 24
horas. Em seguida, foram desidratadas e embebidas em parafina.
Os blocos de parafina foram cortados a uma espessura de 4 um.
Para o exame primario, foi usado o corante Hematoxilina-Eosina
(H&E). Os anticorpos VPAC1 (B-4): sc-377152 e VPAC2 (AS69): sc-
52795 foram usados de acordo com os protocolos recomendados
para a deteccdo imuno-histoquimica de VPAC1 e VPAC2 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., TX, EUA). As concentracoes de VPAC1 e
VPAC2 foram de 200 pwg/mL e 50 wg/mL, respectivamente. O con-
trole da imunoespecificidade de cada grupo foi feito através da
substituicdo de anticorpos primarios por solucao salina tamponada
com fosfato (PBS). O padrdo imuno-histoquimico da expressao
de VPAC1 e VPAC2 foi avaliado por microscopia optica (Olympus
BX41). A imunocoloracao para VPAC1 e VPAC2 foi avaliada em
termos de camadas estruturais da mucosa nasal.

Elisa

EDTA, citrato de sodio e heparina foram misturados com as amos-
tras de sangue. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 3000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi armazenado a -80°C. O kit
Elisa (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ou ensaio
de imunoabsorcao enzimatica para E2 (estradiol) de rato e o kit
Elisa de progesterona (PG) geral foram usados para a mensuracao
quantitativa dos niveis séricos de E2 e PG, respectivamente (MyBi-
oSource, Inc., CA, EUA).?°

Extracdao de RNA e analises por PCR quantitativa
em tempo real (QRT-PCR)

A extracdo de RNA total foi feita a partir da mucosa larin-
gea com o uso do reagente TRIzol® em combinacdo com o
PureLink® RNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, 12183555).
Os niveis de expressaio de RNA de VPCA1 e VPCA2 foram
obtidos das amostras de RNA extraidas com o forward pri-
mer do VPCA1F1 5’-ATCAACTCCTCCCTGTGGTG-3’, reverse primer
do VPCA1R1, 5’-GGGCTGCTATCATTCTTCCC-3’, forward primer
do VPCA2F1 5’-GGACAGTGTGCTCTACTCCA-3’, reverse primer
do VPCA2R1 5’-GCCAGTAGAAGTTCGCCATG-3’ e QuantiFast SYBR
Green qRT-PCR Kit (Qiagen, 204154). A mistura preparada
separadamente de AQP5F1, AQP5R1, QuantiFast SYBR Green e

TREKF1, TREKR1, QuantiFast SYBR Green foi analisada no equipa-
mento Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Alemanha). A normalizacao
das alteracdes na expressao dos genes alvo foi feita de
acordo com os valores de expressao dos genes housekeeping
B-microtubulina (B2M) (B2MF1 5’-TCTCTCTTTCTGGCCTGGA-3’,
B2MR1 5’-TGTCGGATGGATGAAACCC-3’) e Hipoxantina Fosforibosil
Transferase (HPRT1) (HPRT1F1 5’-CGTCTTGCTCGAGATGTGAT-
3’, HPRT1R1 5’-TTCAGTGCTTTGATGTAATCCAG-3’). Os primers
forward e reverse relacionados foram sintetizados pela empresa
Metabion (Alemanha). As condicées de ciclagem da gRT-PCR
iniciaram-se com a etapa de transcricao reversa de 50° C (10 min),
seguida pela etapa de PCR que consistiu em um estagio ini-
cial de ativacao/desnaturacao de 95°C (5min), seguido por 45
ciclos de desnaturacao a 95°C (20s) e ciclo combinado de anne-
aling/extensdao a 61°C (50s). O método 2°24¢T foi usado para
calcular as alteracées relativas na expressdo génica.'

Analises estatisticas

As expressoes relativas de VPAC1 e VPAC2 foram comparadas entre
os grupos A e B. A distribuicao dos dados foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk e os resultados apresentados como média + desvio-
-padréo (DP). As variaveis do grupo A e B foram comparadas pelo
teste t de amostras independentes ou pelo teste U de Mann-
-Whitney, de acordo com os resultados do teste de Shapiro-Wilk.
0 impacto dos niveis séricos de E2 e PG em VPAC1 e VPAC2 foi
analisado pelo teste de correlacao de Pearson. A significancia esta-
tistica foi definida como p <0,05. O software Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) versao 21.0 (IBM Corp.; Armonk, NY,
EUA) foi usado para os calculos estatisticos.

Resultados
Imuno-histoquimica

Observamos epitélio do tipo cuboide-colunar pseudoestratifi-
cado nos cortes corados com hematoxilina e eosina (H&E) do
septo nasal cartilaginoso. Além disso, a celularidade superficial
aumentada e o edema subepitelial foram observados no grupo B,
quando comparado ao grupo A (fig. 2).

VPAC1 e VPAC2 foram encontrados em todas as camadas da
amostra do septo (epitélio, membrana basal, lamina propria, car-
tilagem). Mas a intensidade da coloracdo do epitélio foi mais
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Figura 2 Cartilagem septal coberta de mucopericondrio. A
celularidade aumentada e o edema subepitelial sdo notaveis no
grupo de ratas gravidas. (a) grupo controle (b) grupo gravida
(coloracao H&E) (escala=50 wm e 10 um).

distinta nas amostras de ambos os grupos (figs. 3 e 4). Embora
nao tenhamos usado uma medida objetiva como H-Score para
comparacao dos grupos, observamos aproximadamente maior
intensidade geral de coloracao nas amostras do Grupo B quando
comparadas ao Grupo A (fig. 3b, fig. 4b).

PCR e Elisa

Foram incluidas no experiment 20 ratos Wistar fémeas albinas
(10 controles, 10 gravidas). A expressao relativa média do RNAm
que codifica para o VPAC1 dos grupos A e B foi de 0,029 +0,016
e 0,055+ 0,026, respectivamente. A expressao relativa média
do RNAm que codifica para o VPAC2 dos grupos A e B foi de
0,003 +£0,001 e 0,007 +0,004, respectivamente. Os niveis séri-
cos médios de E2 dos grupos A e B foram 21,854 1,45 pg/mL e
73,59 + 3,01 pg/mL, respectivamente. Os niveis médios de PG dos
grupos A e B foram de 14,99 +1,96 ng/mL e 32,80+ 3,96 ng/mL,
respectivamente (tabela 1). Os valores de PCR e Elisa estavam dis-
tribuidos de forma anormal (p <0,05). Por esse motivo, o teste U
de Mann-Whitney foi usado para comparacao das expressoes rela-
tivas das biomoléculas e dos niveis séricos de hormonio sexual (E2,
PG) entre os grupos.

As expressoes relativas de VPAC1 (p=0,023) e VPAC2 (p=0,021)
foram significativamente altas no grupo B, quando comparadas
com o grupo A. Os niveis de E2 e PG também foram significativa-
mente mais altos no grupo B, quando comparados ao grupo A (p
<0,001) (tabela 1).

Discussao

ARG é um distUrbio otorrinolaringoldgico relacionado a horménios
sexuais relativamente comum. Sua incidéncia relatada é de 10% a

a 50 pm
.4
o
&
N4
7
.’f.s
B =

b

Figura 3  Analise imuno-histoquimica de VPAC1 para (a) o
grupo controle e (b) o grupo de ratas gravidas. Verificou-se que
0 VPAC1 é expresso em todas as camadas do mucopericondrio
septal. Além disso, foi mais intenso no epitélio da superficie
dos dois grupos. A intensidade geral da coloracao foi mais expli-
cita nas amostras do grupo de ratas gravidas. (escala=50pum e
10 wm).

50 ym

40%.%'? Infelizmente, a conscientizacdo sobre a RG entre pacien-
tes e mesmo entre médicos é bastante baixa. A RG pode ocasionar
algumas comorbidades graves, como hipertensao materna, pré-
-eclampsia, baixo escore de APGAR e retardo do crescimento
fetal.'%""-32 Existem alguns estudos epidemioldgicos e fisioldgicos
sobre RG,%3%34 mas os antecedentes histopatoldgicos e biomo-
leculares nao foram totalmente estudados. Além disso, ha um
nimero muito limitado de estudos sobre o tratamento para esse
distarbio bastante comum. 2323435 A sugestao de qualquer moda-
lidade de tratamento requer compreensao da fisiopatologia e
histopatologia. Por esse motivo, neste estudo experimental em
animais, objetivamos revelar alteragées histoquimicas e biomole-
culares (VPAC1 e VPAC2) da mucosa nasal durante a gestacao.

0 VIP desempenha um papel fundamental em doencas alérgicas
como RA e a asma. Ele funciona particularmente via VPAC1 e VPAC2
no trato respiratorio superior.?> A estimulacdo desses 2 recep-
tores leva a secrecdo de mediadores pro e anti-inflamatorios,
como prostaglandinas e leucotrienos. Isso resulta no extravasa-
mento de células inflamatodrias na mucosa. Outras fungdes bem
conhecidas do VIP s&o a broncodilatacao, vasodilatacdo e aumento
da secrecdo glandular. Além disso, estudos recentes enfatizam
a interacdo neuro-imunologica do VIP no contexto de doencas
alérgicas.?®3¢ Todos esses efeitos também podem ter um papel
na etiopatogenia da RG. De fato, alguns pesquisadores afirmam
que a RG é causada pelo agravamento da alergia subclinica
preexistente.>'2'3 Toppozada et al. revelaram algumas alteraces
similares a RA em amostras de pacientes com RG por micros-
copia eletronica.’® Por outro lado, Ellegard et al. revelaram
um aumento do nivel de IgE para o acaro da poeira doméstica
em pacientes com RG.' Neste estudo, revelamos um aumento
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Tabela1 Expressdo de VPAC1 e VPAC2 na mucosa nasal de ratas, niveis séricos de estradiol e progesterona com base nos grupos
Biomoléculas & hormonios sexuais Controle Gravidas p-valor?
(grupo A) (grupo B)
Biomoléculas
VPAC1 (VER) 0,029+ 0,016 0,055+ 0,026 p=0,023
VPAC2 (VER) 0,003 40,001 0,007 0,004 p=0,021
Niveis séricos de hormonios sexuais
Estradiol (pg/mL) 21,85+ 1,45pg 73,59 £ 3,01pg/mL p< 0,001
Progesterona (ng/mL) 14,99 +1,96ng/mL 32,80+ 3,96ng/mL p<0,001

VER, valor de expressao relativa.
a p-valores obtidos pelo teste U de Mann-Whitney.
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Figura 4 Analise imuno-histoquimica de VPAC2 para (a) o
grupo controle e (b) o grupo de ratas gravidas. Verificou-se que
o VPAC2 mostra coloracdao em todas as camadas do mucope-
ricondrio septal. A hipercelularidade subepitelial foi notavel no
grupo de ratas gravidas (b). A intensidade geral da coloracao
foi mais explicita nas amostras do grupo de ratas gravidas.
(escala=50 um e 10 um).

estatisticamente significante da expressao nasal de VPAC1
(p=0,023) e VPAC2 (p=0,021) em ratas gravidas quando compa-
radas as nao gravidas (tabela 1). Esse achado apoia os resultados
de pesquisadores anteriores.'>'# Em outras palavras, este estudo
apoia a hipotese de que a RG e RA podem compartilhar uma via
comum para o VIP.

O impacto dos horménios sexuais na mucosa nasal foi
demonstrado por pesquisadores anteriores em varias condicoes
fisiologicas, iatrogénicas ou patoldgicas.?°7'315-22 Quase todos
concluiram que o E2 e a PG causam obstrucdo e edema na cavi-
dade nasal, o que ¢ o caso deste estudo (fig. 2b).>6 13131621 Além
desses achados, encontramos uma celularidade superficial relati-
vamente aumentada na camada epitelial em amostras do grupo B.
Isso pode ser um sinal de aumento no metabolismo ou atividade.

Por outro lado, muito poucos pesquisadores avaliaram as
alteracdes histoquimicas e biomoleculares subjacentes. Konno
et al. revelaram que o E2 exerce uma up-regulacao nos receptores
muscarinicos colinérgicos, enquanto a PG exerce uma down-
-regulacdo nos receptores al-adrenérgicos.”’ Esses achados de
Konno et al. sdo compativeis com o estudo de Fisher et al. em
relacdo a neuroimunomodulacdo.?® Fisher et al. revelaram um
maior conteudo de VIP nas fibras nervosas da mucosa de paci-
entes com RA quando comparados aos controles. Nossos achados
também apoiam esse fendmeno. Maior expressdo nasal de VPAC1
e VPAC2 na gestacdo, revelada neste estudo, também pode ser
o fator desencadeante da RG. Além disso, Philpott et al. des-
cobriram uma correlacao positiva entre a expressao do receptor
de estrogénio-B (ERB) e os sintomas de rinite.'”” Nossos achados
também apoiam essa correlacdo. Especificamente, revelamos um
efeito up-regulador de E2 e PG no VPAC1 por PCR. Mas descobrimos
que o VPAC2 foi estimulado apenas pelo E2. Esses achados podem
ser o elo perdido da via do VIP desencadeada por horménios sexu-
ais, que resulta no extravasamento de células inflamatérias na
mucosa nasal.

No presente estudo, tanto o VPAC1 quanto o VPAC2 foram
encontrados em todas as camadas do mucopericondrio septal.
No entanto, o epitélio de superficie de ambos os grupos mos-
trou maior imunocoloracao para ambos os receptores de VIP. Além
disso, demonstramos maior intensidade de coloracao geral em
amostras de ratas gravidas (figs. 3 e 4). Esses achados da analise
IHQ sdao semelhantes ao estudo de Kim et al.?’ Eles demonstra-
ram um aumento da intensidade da coloracao dos receptores
VIP na mucosa nasal de pacientes com RA. Portanto, podemos
sugerir que a RG e a RA tém um efeito semelhante nos recepto-
res VIP. Por outro lado, essa forte imunocoloracao demonstrada
particularmente no epitélio de superficie pode ser interpre-
tada como um sinal de hiperresponsividade da mucosa nasal na
gestacao.

Conclusao

Identificamos uma up-regulacao da expressao de VPAC1 e VPAC2
na mucosa nasal de ratos pela primeira vez, tanto por PCR quanto
por imuno-histoquimica. O presente estudo apoia a hipotese de
que a RG é causada pela ativacdo da alergia subclinica presente
antes da gestacdo. Mais estudos sao necessarios para desvendar
todas as alteracoes histopatologicas e biomoleculares em relacao
a RG.
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