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Abstract

Introduction: Nasal polyposisis a chronic inflammatory disease of the nasal
mucosa or paranasal sinuses characterized by the formation of benign polyps. The
pathogenesis is not known, athough nasal polyps are associated with several
systemic diseases, with asthma being the most frequent. The aim of the present study
was to identify, quantify, compare and correlate eosinophils, mast cells,
myofibroblasts and TGF-3-positive cellsin nasal polyps of patients with and without
asthma. Material and Methods. Seventy-eight subjects with nasal polyps
undergoing endoscopic sinus surgery were selected. Control specimens were
obtained from eight subjects with a normal sinus mucosa. One group consisted of
polyps from 56 patients with asthma and the other of polyps from 22 patients without
asthma. Immunohistochemistry was performed using monoclonal antibodies against
eosinophil cationic protein to stain eosinophils, against tryptase to stain mast cells,
against apha-smooth muscle actin to stain myofibroblasts, and against TGF-I3 to
stain TGF-R3-positive cells. Results. The number of eosinophils, myofibroblasts and
TGF-3-positive cells was significantly higher in the asthma group than in the non-
asthma group, whereas no significant difference in the number of mast cells was
observed between the two groups. The number of eosinophils, mast cells,
myofibroblasts and TGF-R3-positive cells was significantly higher in nasa polyps
than in the control group. Myofibroblasts showed a significant correlation with
eosinophils, mast cells, TGF-3-positive cells, and asthma. Conclusion: Eosinophils,
mast cells, myofibroblasts and TGF-R3-positive cells were identified in al nasal
polyps, although the number of eosinophils, myofibroblasts and TGF-3-positive cells
was higher in the asthma group. The number of mast cells was similar regardless of
the presence or absence of asthma. Myofibroblasts were a common denominator in
the correlation between eosinophils, mast cells, TGF-3-positive cells, and asthma.

Key Words. Nasal polyps, eosinophils, mast cells, TGF-3, immunohistochemistry,
asthma.
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INTRODUCTION

Nasal polyposis (NP) is a multifactorial chronic inflammatory disease of the
nasal mucosa and paranasal sinuses, characterized by the formation of benign polyps
that almost always originate from the region of the middle meatus and can extend
throughout the nasal cavity. The physiopathogenesis of NP is still not defined and its
main symptoms include nasal obstruction, hyposmia and headache'. The estimated
prevalence of NP in the general population ranges from 1 to 4%, athough an
increased prevalence has been observed in certain groups such as asthmatic patients
and patients with salicylate intolerance, cystic fibrosis and ciliary dyskinesia®.

Among all systemic diseases associated with NP asthma is the most common.
The prevalence of NP in asthmatic patients ranges from 6.7 to 13%, whereas the
prevalence of asthma in individuals with NP ranges from 18 to 45%. According to
the meta-analysis of Larsen®, 29.9% of patients with NP have asthma.

As for NP, the pathogenesis of asthma is still unknown. However, both
diseases commonly show an increase in chemical mediators and inflammatory cells
such as eosinophils and mast cells, a fact characterizing chronic inflammation'.
Another cell type found in the pulmonary tissue of asthmatic patients and also in NP
are myofibroblasts', which are differentiated fibroblasts characterized by a high
expression of a-smooth muscle actin. Myofibroblasts are related to the process of
airway remodeling and are responsible for the production and exaggerated deposition
of collagen and extracellular matrix in the lamina propria, a finding suggesting their
involvement in the growth of nasal polyps. Several studies have shown that
transforming growth factor beta (TGF-3) plays an important role in the stimulation
and differentiation of fibroblasts into myofibroblasts, in addition to inducing the
synthesis of type | collagen by these cells””. Although Wang et al.®> suggested that
the accumulation of myofibroblasts might be involved in the formation of nasa
polyps, no specific studies regarding the behavior and distribution of these cells in
asthmatic patients with NP are available.

Since the presence of asthma in NP is associated with a higher recurrence of
polyps™®
difference in the inflammatory cell infiltrate between polyps of patients with and

, the possibility has been raised about the presence of a quantitative
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without asthma. Therefore, the objectives of the present study were 1) to identify
eosinophils, mast cells, myofibroblasts and TGF-3-positive cells in nasal polyps by
immunohistochemistry, 2) to quantify these positive cells in patients with and
without asthma, and 3) to compare and correlate eosinophils, mast cells,
myofibroblasts and TGF-[3-positive cells in patients with and without asthma.

PATIENTSAND METHODS

Patients and controls

Seventy-eight patients with NP submitted to endoscopic sinus surgery at the
Jikei University School of Medicine Hospital, Tokyo, Japan, were prospectively
studied between June 1999 and December 2001. Fifty-five (70.5%) patients were
males and 23 (29.5%) were females, with a mean age of 48 + 12.2 years.

The diagnosis of NP was based on a clinica history of nasa obstruction
accompanied by anterior rhinorrhea and/or retronasal discharge and partial or complete
loss of the sense of smell, as well as on otorhinolaryngologic examination of the nasal
cavity (anterior rhinoscopy and examination with a rigid endoscope of 4 mm and O
degree) showing bilateral polyps of a pale, dightly pink or grayish aspect originating
from the region of the middle meatus. All patients were submitted to computed
tomography of the paranasal sinuses which confirmed the bilaterality of the disease.

Only patients with a diagnosis of bilateral nasal polyps associated or not with
asthma who underwent surgical treatment were included in the study. Excluded were
patients with unilateral polyps, antrochoanal, sphenochoanal and ethmoidochoanal
polyps, and polyps associated with cystic fibrosis, ciliary dyskinesia and tumors such
as inverted papilloma or carcinomas.

The control group consisted of eight patients with pituitary adenoma who
were submitted to surgical treatment through the transethmoidal-sphenoidal
route. None of the patients had nasosinusal complaints. Examination of the
nasal fossa with a rigid endoscope was normal. Computed tomography of the
paranasal sinuses showed no signs of opacification or thickening of the
nasosinusal mucosa. This group included six females and two males with a
mean age of 39.3 years.
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The study was approved by the Ethics Committee of the hospital of The Jikei
University School of Medicine, Tokyo, Japan, and by the Ethics Committee for the
Analysis of Research Projects (CAPPesq) of the Clinical Board of the University
Hospital, School of Medicine, University of Sao Paulo (protocol No. 794/03).

Diagnosis of asthma

All patients were submitted to medical-clinical evaluation for the definition of
the presence or absence of asthma according to the criteria of the Japanese Society of
Allergology (1 — clinical history: recurring dyspnea attacks, chest constriction,
wheezing, nocturnal wakening, coughing, and a present history of dyspnea and/or
wheezing upon physical examination; 2 — pulmonary function test: spirometry
showing an FEV; <80% reversible by at least 12% after salbutamol or a positive
methacholine test using a provocation dose of 1200 ug or less). In the group of
asthmatic patients, 15 subjects with a clinical history of acetylsalicylic acid (ASA)
intolerance (bronchospasm crises or dyspnea after ingestion of ASA) were identified.

The 78 patients were divided into two groups according to the presence or
absence of asthma. The asthmatic group consisted of 56 patients and the non-
asthmatic group of 22 patients.

All patients were treated with diverse medications such as antibiotics,
antihistamines and corticosteroids which were withdrawn at least 4 weeks before
surgery. In 20 of the 56 patients with asthma, the pneumologist prescribed systemic
or inhaled corticosteroids one day before surgery.

Collection of nasal polyps

Fragments of the nasal polyps measuring approximately 1 to 2 cm in diameter
were collected from the region of the middle meatus at the beginning of the surgical
procedure, with 2 to 4 fragments being obtained for each patient. These fragments
were immediately fixed in 10% neutral formalin in phosphate-buffered saline, pH
7.2, for 24 hours. The specimens were then cut into serial 3-um thick sections, and
10 dlides were prepared for each sample, 2 dlides for each antibody (a total of 4
antibodies), one slide for the negative control reaction and one dlide for hematoxylin-

eosin staining.
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Collection of ethmoidal mucosa from the control group

Ethmoidal mucosa was obtained from control patients during transethmoidal-
sphenoidal surgery for access to the pituitary. Mucosal fragments measuring
approximately 0.5 cm in diameter were collected from the region of the middle
meatus at the beginning of the surgical procedure using a Grinwald cutting forceps.
Two to four fragments of ethmoidal mucosa were obtained from each patient.

I mmunohistochemistry

Antigens were determined in nasal polyps and ethmoidal mucosa using
mouse monoclonal primary antibodies. The following specific primary
antibodies were used: anti-EG2 (Kabi Pharmacia Diagnostics AB, Uppsala,
Sweden), human mast cell anti-tryptase (Dako, clone AA1, Glostrup, Denmark),
anti-SMA (Dako, clone 1A4), and anti-TGF-R (RD Systems, clone 1D11,
Minneapolis, MN, USA). The antibodies were diluted 1:25 (anti-EG2), 1:50
(anti-tryptase and anti-SMA) and 1:10 (anti-TGF-3) in buffered 0.05 M Tris-
HCI, pH 7.2-7.6, containing 1% bovine serum abumin. Immunohistochemical
staining was performed using the avidine-biotin enzymatic complex (Dako
LSAB 2 kit, HRP, Carpinteria, CA, USA). For the negative control the primary
antibody was omitted. The ethmoidal mucosa of the control group was used as
control for staining of nasal polyps.

Data analysis

Positive cells (eosinophils, mast cells, myofibroblasts and TGF-13 cells) were
detected by a red staining resulting from the reaction of the streptavidin-biotin-
peroxidase complex with 3-amino-9-ethylcarbazole. All cells labeled with the anti-
EG2, anti-tryptase and anti-TGF-I3 antibodies were considered to be positive. In the
case of the anti-SMA antibody, only labeled cells observed in the connective tissue
of polyps and ethmoidal mucosa were considered to be positive, i.e., myofibroblasts,
whereas red cells grouped around blood vessels and glands were defined as negative
(Fig. 1).

Immunohistochemically labeled cells were counted by an examiner who was

unaware of the patient’s diagnosis. Two slides were stained for each antibody. Cells
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were counted under a 10 x 10 mm eyepiece grid of a Nikon Microphot-FXA light
microscope (Tokyo, Japan) at 200x magnification, which corresponded to one field
(Fig. 2). Ten fields per slide were analyzed, which were oriented along the basement
membrane of the epithelium. The fields were chosen randomly, with a minimum area
of 1 mm? being required for analysis. The number of positive cells was counted in
each field with a manual cell counter and the results are expressed as the mean
number of positive cells per field.

The results were compared and correlated according to age, gender, presence
or absence of asthma, and intolerance to ASA.

Statistical analysis

Parametric and nonparametric tests were used for statistical analysis
according to the nature and distribution of the data. A p value <0.05 was considered
to be significant. The data were analyzed statistically using the SPSS 11.0 for
Windows program (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

RESULTS

Age and gender

The age of the patients ranged from 14 to 80 years, with a mean * standard
deviation of 48 + 12.2 years. Regarding gender, considering all cases studied, there
was a prevalence of NP among males, but with no significant difference between
asthmatic and non-asthmatic patients. Separate analysis of the groups showed a
male/female ratio of 1.9 in the asthmatic group and of 4.5 in the non-asthmatic
group. The distribution of age and gender in the asthmatic and non-asthmatic groups
isshownin Tablel.

Comparison of the male/female ratio showed a lower proportion in the
group with intolerance to ASA and a higher proportion in the non-asthmatic
group (Table II).
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| mmunohistochemistry

The numbers of positive cells (eosinophils, mast cells, myofibroblasts and
TGF-13 cells) detected by immunohistochemistry are shown in Table Il and Fig. 3.
The mean number of eosinophils (Fig. 4), myofibroblasts and TGF-3-positive cells
was higher in the asthmatic group than in non-asthmatic patients, whereas no
significant difference in the mean number of mast cells (Fig. 5) was observed
between the two groups. A significant difference was observed for al groups
compared to the control group.

The number of mast cells, eosinophils, myofibroblasts and TGFR3-positive cells
in the asthmatic group and the group with intoleranceto ASA isshownin Table 1V.

Analysis of the correlation between the number of mast cells, eosinophils,
myofibroblasts and TGF-3-positive cells and the presence or absence of asthma by
Spearman’s correlation test is shown in Table V. The highest correlation was

observed between eosinophils and TGF-[3-positive cells.

DISCUSSION

The clinical-epidemiologic association between NP and asthma and the
histologic, cellular and molecular similarities between the two diseases suggest the
involvement of a common inflammatory process, which might be maintained and
amplified by interrelated mechanisms.

Age and gender

The age of the patients ranged from 14 to 80 years, with a mean (+ standard
deviation) of 48 + 12.2 years. Similar results have been reported by Rugina et al.*°
for 224 patients with NP whose age ranged from 14 to 73 years (mean of 46 years).

Fifty-five (70.5%) of the 78 patients studied were males, in agreement with
the literature which reports a predominance of males®**,

In the meta-analysis of Larsen®, the male/female proportion was aso higher in
groups with a lower prevaence of asthma. The prevalence of asthma was about 21% in
male patients with NP, in contrast to a prevalence of 37% in femae patients, i.e., the
prevalence of asthma was almost two-fold higher in female patients with NP. According

to the author, women with NP show a higher tendency to develop asthma than men.
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I ntolerance to acetylsalicylic acid

Individuals with ASA intolerance and NP show similar characteristics, i.e.,
both present serum eosinophilia, the frequency of both conditions increases with age,
neither condition is measurable by IgE, and both are related to non-allergic asthma’.

In the present series, 19.2% (15/78) of the patients with NP manifested ASA
intolerance. This findings agrees with literature data showing a percentage of
individuals with NP and ASA intolerance ranging from 3 to 35%>°°,

Despite the lack of statistical significance, a lower male/female proportion
was observed for individuals with NP and ASA intolerance when compared to the
asthma and non-asthma groups (Table I1l and Fig. 3). A similar finding has been
reported by Larsen® who observed a higher predominance of females and more

severe NP among patients with ASA intolerance.

| mmunohistochemistry

The inflammatory process present in the nasosinusal mucosa is believed to be
the central factor in the physiopathogenesis of NP. The inflammatory cellular
infiltrate observed in nasal polypsis closely similar to that found in the lower airway
mucosa of asthmatic patients, a fact suggesting the involvement of similar
physiopathogenic mechanisms in asthma and NP2,

In addition to the similar cellular infiltrate, epidemiologic studies have shown
a strong association between NP and asthma, and the observation of increased
severity and recurrence during the postoperative period in patients with NP and
asthma'®****1> quggests that the inflammatory cell infiltrate in NP is more intense
when the disease is associated with asthma.

Eosinophils

In the present study, immunohistochemical analysis showed no qualitative
difference in eosinophils between asthmatic and non-asthmatic patients, with
eosinophils being detected in all nasal polyps studied. The same result was also
reported by Larsen and Tos™ who detected eosinophilsin practically all nasal polyps.
However, quantitatively, the number of eosinophils in nasal polyps was higher in
individuals with asthma than in those without asthma. Based on the body of evidence
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suggesting a similar physiopathogenesis for NP and asthma™*®

, the presence of
asthma resultsin a larger number of eosinophilsin nasa polyps.

No significant difference in the number of eosinophils was observed between
asthmatic patients tolerant or not to ASA (Table IV). Thisfinding agrees with Park et
a.'” who demonstrated abundant eosinophils in nasal polyps of patients with ASA
intolerance, but the difference was not significant when compared to a control group.

Ponikau et al.*® showed that the histopathologic characteristics of asthma such
as an eosinophilic infiltrate and airway remodeling are also present in chronic
rhinosinusitis and NP. These findings suggest the coexistence of both diseases with
involvement of the same pathologic process.

Comparison of the present results with histologic studies analyzing asthmatic
pulmonary tissue shows that the characteristic findings of asthma are qualitatively
similar in the mild, moderate and severe forms.*® Regarding the quantification of
eosinophils, evidence indicates that the number of eosinophils in pulmonary tissue
and bronchial secretion is higher in the more severe forms™?,

The fact that the association of asthma with NP results in a more severe
form of the latter and that more severe forms are related to a larger number of
eosinophils explains the present observation of a larger number of eosinophils
in nasal polyps associated with asthma than in those not associated with
asthma.

Mast cells

No significant difference in the number of mast cells in nasal polyps was
observed between asthmatic and non-asthmatic patients, with a mean number of cells
per field of 13.33 + 5.70 and 12.37 + 4.77, respectively. Similarly, Park et a.'’ did
not find a significant difference in the number of mast cells between nasal polyps
from individuals with ASA intolerance, allergic and non-alergic subjects, and
suggested that mast cells might be responsible for the inflammatory response of nasal
polyps, irrespective of the association with ASA intolerance.

Discordant data regarding the number of mast cellsin nasal polyps of asthmatic
and non-asthmatic individual s have been reported in the literature. In the present study,

tryptase-positive mast cells were detected in the lamina propria of al polyps, with a
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larger number of mast cells being observed in nasa polyps from asthmatic and non-
asthmatic patients compared to the control group. Similar findings have been reported
by Rhuno et al.?, i.e., the number of mast cells is higher in nasa polyps than in the
normal nasal mucosa irrespective of the presence or absence of asthma.

Controversies also exist regarding pulmonary tissue, but most literature data
show alarger number of mast cells in pulmonary tissue of asthmatic patients compared
to nonrasthmatic subjects. Due to their similar histopathologic characteristics, it would
be expected that nasal polyps of asthmatic individuals would show a larger number of
mast cells than those of non-asthmatic subjects.

Brightling et a. ? demonstrated that the localization of mast cells around the
bronchid smooth musculature is associated with the airway obstruction observed in
asthma. The study cdls attention to the importance of the localization of mast cells closeto
the smooth musculature in the physiopathogenesis of asthma. Similarly, Kawabori et d.%
and Finotto et a.?* emphasized the importance of the locdization of mast cells in nasal
polyp tissue and suggested the existence of functional heterogeneity according to
locdization. On the basis of these studies, mast cells from patients with NP and asthma
may show increased cdlular activity and distinct microlocalizations compared to mast
cdls isolated from nasal polyp tissue not associated with asthma. This hypothesis might
explain the smilar number of mast cells observed in the two groups studied and the greater
severity and increased recurrence rate observed for asthma-associated NP, i.e., athough
quantitatively smilar, the activity and localization of mast cells may differ, afact causng
distinct clinical manifestations.

Myofibroblasts and TGF-[3-positive cells

Both myofibroblasts and TGF-3-positive cedlls were found to be increased in the
nasal polyps of patients with asthma compared to non-asthmatic individuals and controls.

Wang et a.* showed that myofibroblasts were increased in nasal polyps and
were rare in the normal nasal mucosa. The present study also demonstrated an
increased number of myofibroblasts in nasal polyps compared to normal mucosa.

We did not find any specific studies in the literature regarding the
quantification of myofibroblasts in asthma-associated NP. However, the fact that NP

shares histologic, cellular and molecular characteristics with asthma permits us to
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assume that studies analyzing myofibroblasts in the pulmonary tissue of asthmatic
patients may contribute to the comparison and analysis of the present results.

Several studies analyzing the pulmonary tissue of asthmatic patients have
described an increase in the number of myofibroblasts and their intimate relationship
with the presence of TGFR. Gizycki et al.?® observed a significantly increased
number of myofibroblasts in the bronchial mucosa of asthmatic patients compared to
non-asthmatic subjects. Vignola et al.® demonstrated the synthesis of TGF-R by
eosinophils and myofibroblasts present in the bronchial mucosa of asthmatic patients.
Hashimoto et al.? observed that TGF-R1 is able to induce the phenotypic modulation
of fibroblasts into myofibroblasts, and Morishima et al.?” demonstrated that TGF-R
induces the formation of myofibroblasts which in turn synthesize collagen.

The association between NP and asthma was characterized by an increase in the
number of myofibroblasts and TGF3-positive cells when compared to NP not
associated with asthma. Comparison of this result with the fact that myofibroblasts are
responsible for the production of collagen, extracellular matrix and airway remodeling in
asthma suggests that the larger number of myofibroblasts in nasal polyps of asthmatic
patientsis involved in the formation, severity and higher recurrence rate of NP.

Correlation between cell number and presence of asthma

Correlation of mast cells, eosinophils, myofibroblasts, TGF-3- positive cells
and the presence of asthma (Table V) showed that myofibroblasts were the only
variable correlated with all other variables (Spearman rank correlation).

The correlation between myofibroblasts and the presence of asthma,
eosinophils and TGF-3- positive cells was expected because of the similar
physiopathogenesis of NP and asthma and because of the larger number of all of
these cells in the asthmatic group. This correlation suggests that the presence of
asthma is related to an increase in eosinophils, one of the main sources of TGF3
which stimulates the phenotypic transformation of fibroblasts into myofibroblasts,
thus increasing the number of the latter in nasal polyps.

On the other hand, mast cells were the only variable that showed no
correlation with the presence of asthma, eosinophils or TGF-[3-positive cells. An
interesting finding was the correlation between mast cells and myofibroblasts,
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indicating a possible interaction between these two cell types. This may provide the
starting point for future studies based on the interactions between mast cells and
asthmatic airway smooth muscle cells.

Asthma and eosinophilic bronchitis are characterized by a similar
inflammatory infiltrate. Although eosinophilic inflammation is the main
characteristic of asthma, the presence of eosinophils does not seem to be related to
airway dysfunction. As demonstrated by Gibson et a.?® and Brightling et a.%,
patients with eosinophilic bronchitis present no airway obstruction and show the
same degree of airway eosinophilia as patients with asthma. According to Brightling
et d.”°, the only immunopathologic difference between asthma and eosinophilic
bronchitis is the presence of mast cells permeating the smooth musculature of the
bronchial mucosa of asthmatic patients, whereas no mast cells are found close to the
smooth musculature in patients with eosinophilic bronchitis or normal controls.

This finding provides new insghts into the role of mast cels in asthma,
suggesting that airway dysfunction in asthma results from “smooth muscle myositis’
caused by mast cells. Thus, one may speculate that the interaction between mast cells
and smooth muscle cells is a key edement in the physiopathogenesis of asthma®.
Comparison of these data with the present results suggests that the correlation between
mast cells and myofibroblasts observed for NP reflects cell interactions that involve
mechanisms similar to those underlying the “smooth muscle myositis’ observed in the
pulmonary tissue of asthmatic patients. By analogy to mast cellsin asthmain which their
microlocalization around bronchia smooth muscle cells plays a key role in the
respiratory physiopathology that provokes bronchoconstriction”, in NP mast cells
located deep in the stroma®?* induce eosinophilic inflanmation either directly through
the release of various inflanmatory mediators™®, or indirectly through the activation of
structural cells (fibroblasts and myofibroblasts), and thus contribute to the formation and
progression of nasal polyps. In other words, according to their microlocalization, mast
cells provoke the following main reaction: in the asthmatic lung mast cells predominate
in the bronchia smooth musculature and their activation and degranulation are related to
bronchocongtriction, whereas in NP mast cells predominate in the deep portion of the
mucosa (a site with fibroblasts and myofibroblasts) and their activation is related to
edema formation and the development of polyps.
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Final considerations

Analysis of the results showed that eosinophilic inflammation was a common
denominator in NP and asthma. However, athough eosinophils were detected in all
polyps, not all patients with NP had asthma.

The association with asthma was responsible for the larger number of
eosinophils, myofibroblasts and TGF-3-positive cells in nasal polyps compared to
nasal polyps not associated with asthma. However, regarding the number of mast
cells the association between NP and asthma represented no differentiation factor.

The presence of asthma was correlated with eosinophils, myofibroblasts and
TGF-R-positive cells, but not with the number of mast cells. A correlation between
mast cells and myofibroblasts was observed irrespective of the presence of asthma.

Myofibroblasts were the common denominator in the correlation between
eosinophils, mast cells, TGF3-positive cells and the presence of asthma. This fact
suggests that myofibroblasts, which act as structural and inflammatory cells, play an
important role in the physiopathogenesis and cellular interaction of the inflammatory
infiltrate found in NP.

CONCLUSIONS

The number of eosinophils, myofibroblasts and TGF-[3-positive cells was
increased in nasal polyps from asthmatic patients compared to those of non-asthmatic
subjects, whereas the number of mast cells was similar in al nasal polyps
irrespective of the presence or absence of asthma.

Eosinophils, myofibroblasts and TGF-3-positive cells were correlated with
the presence of asthma. No correlation was observed between mast cells and the
presence of asthma, eosinophils or TGF-3-positive cells.

Myofibroblasts were a common denominator in the correlation between
eosinophils, mast cells, TGF-3-positive cells and the presence of asthma.
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TABLE |
Distribution of Age and Gender in Asthmatic and Non-Asthmatic Patients

Asthmatics Non-asthmatics
(n = 56) (n=22)
Age (years)* 46,7 +11.1 51.2+ 145
Gender”
Male 37 (66.1%) 18 (81.8%)
Female 19 (33.9%) 4 (18.2%)

Age isreported as mean and standard deviation.

* Student t-test: There was no significant difference (p > 0.05) between the asthmatic
and non-asthmatic groups.

Chi-square test: There was no significant difference (p > 0.05) between the
asthmatic and non-asthmatic groups.
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TABLE Il
Distribution of Gender and the Male/Female Ratio in Patients with ASA
Intoler ance, Asthmatic and Non-Asthmatic Patients

ASA intolerance Asthmatics Non-asthmatics
Male 9 28 18
Female 6 13 4
Male/female ratio 1.5 21 4.5

Chi-sguare test: There was no significant difference (p > 0.05) between groups.
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TABLE |11
Distribution of the Number of Mast Cells, Eosinophils, Myofibroblasts and
TGF-R-Positive Cellsin the Asthmatic, Non-Asthmatic and Control Groups

Asthmatics Non-asthmatics Control

(n =56) (n=22) (n=8)
Mast cells 13,33+ 5.7 12.37+ 4.7 582*+19
Eosinophils 55.27* + 34.7 21.70* +27.9 146* + 3.0
Myofibroblasts 24.74* + 13.7 13.11* £ 7.8 407 £15
TGF-3-positive cells 37.83* £ 295 13.60* £ 10.3 213*+18

Data are reported as mean + standard deviation.
*Statistically significant (p < 0.05, ANOVA).
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TABLE IV
Distribution of the Number of Mast Cells, Eosinophils, Myofibroblasts and
TGF-R-Positive Cellsin Asthmatic Patients with and without ASA Intolerance
Without ASA intolerance  With ASA intolerance

(n=41) (n=15)
Mast cells 14.8*+ 5.7 9.1* + 25
Eosinophils 51.7+ 32.1 61.2+42.8
Myofibroblasts 283*+114 155 + 15.3
TGF-3-positive cells 38.7+ 32.6 35.4+19.2

Data are reported as mean + standard deviation.
*Statistically significant (p < 0.05, Mann-Whitney test).
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TABLE YV
Spearman Correlation between Mast Cells, Eosinophils, Myofibroblasts, TGF-
[3-Positive Cells and the Presence or Absence of Asthma

Mast cells Eosinophils Myofibroblasts

TGF-B-

Presence
positive cells of asthma

Mast cdlls

Eosinophils

Myofibroblasts

TGF-3-positive
cells

Presence of
asthma

r=1.0
r=-.039 r=10
p=0.37
r=0397* r=0442*
p<0.001 p<0.001
r=0078 r=0.656*
p=0.253 p<0.001
r=0063 r=0.535*
p=0294 p<0.001

r=1.0

r=0.507 *

p < 0.001

r=0417*
p < 0.001

r=1.0

r=0504*
p < 0.001

r=1.0

r = correlation coefficient.

*Statistically significant (p < 0.05, Spearman correlation).
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Figurelegends

Figure 1. Typica myofibroblast observed in the lamina propria of a nasal polyp
(black arrow). Red cells grouped around blood vessels and glands were considered to
be negative (white arrow) (light microscopy, magnification x400).

Figure 2. Immunohistochemical reaction showing cells positively stained for
eosinophil cationic protein and the field used for eosinophil counting (light
microscopy, magnification x200).

Figure 3. Distribution of the mean number of mast cells (A), eosinophils (B),
myofibroblasts (C) and TGF-3-positive cells (D) in the asthmatic, non-asthmatic and
control groups.
Mast cellsg/field

Figure 4. Distribution of eosinophils (eosinophil cationic protein) in the nasal polyps
of patients with (A) and without asthma (B) (light microscopy, magnification x400).

Figure 5. Distribution of mast cells (tryptase) in the nasal polyps of patients with (A)
and without asthma (B) (light microscopy, magnification x200).
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RESUMO

Nakanishi M. Polipose nasal: caracterizacdo da infiltracdo dos eosindfilos,
mastocitos, miofibroblastos e células TGF-beta positivas em individuos com
e sem asma [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2005. 95p.

Introducédo: A polipose nasal é uma doencga inflamatéria crénica da mucosa
nasal e seios paranasais com formacdo de polipos benignos. Apresenta
fisiopatogenia ainda ndo definida e dentre todas as doencgas sistémicas
relacionadas a polipose nasal, a asma é a associacdo mais comum. Os
objetivos desse estudo foram identificar, quantificar e correlacionar os
eosindfilos, mastocitos, miofibroblastos e células TGF-beta positivas nos
pdélipos nasais de pacientes com e sem asma. Casuistica e Métodos: foram
estudados prospectivamente 78 pacientes portadores de PN submetidos a
cirurgia endoscoépica nasossinusal, além de oito pacientes que constituiram
0 grupo controle. O grupo de asméaticos constituiu-se de 56 pacientes e o
grupo de ndo asmaticos de 22 pacientes. Foi realizado a imunoistoquimica
no polipo nasal, utilizando anticorpos monoclonais contra proteina catidnica
eosinofilica, para identificar eosinofilos, contra triptase para identificar
mastocitos, contra actina alfa de musculo liso para identificar miofibroblastos
e contra o fator de transformacao de crescimento beta para identificacéo das
células positivas para essa citocina. Resultados: Os eosindfilos,
miofibroblastos e células TGF-beta positivas, apresentaram numero
significantemente maior no grupo dos asmaticos em comparacdo com 0S
ndo-asmaticos, enquanto que o numero de mastdcitos ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos. Em relagdo ao grupo controle, houve
diferenca significante em todos os grupos. O miofibroblasto foi a Unica
variavel que esteve correlacionada com todas as outras variaveis
(eosindfilos, mastdcitos, células TGF-beta positivas e presenca de asma).
Conclusdes: Em todos os poélipos nasais identificou-se eosinofilos,
mastocitos, miofibroblastos e células TGF-beta positivas, porém a
quantidade de eosindéfilos, miofibroblastos e células TGF-beta positivas
esteve aumentada no pélipo nasal de individuos asméaticos em relacdo ao
pélipo nasal de individuos ndo asméaticos. O niumero de mastocitos mostrou-
se semelhante em todos os pélipos nasais, independente da presenca ou
nado de asma. O miofibroblasto foi o denominador comum na correlagcéo
entre eosindéfilos, mastécitos, células TGF-beta positivas e presenca de
asma.

Descritores: Pdlipos nasais, Inflamacgéo, eosindéfilos, amastécitos, fator de

crescimento transformador beta, imunohistoquimica, asma.
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SUMMARY

Nakanishi M. Nasal polyposis: characterization of eosinophils, mast cells,
myofibroblasts and TGF-beta positive cells in asthmatic and non-asthmatic
patients. [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo”; 2005. 95p.

Introduction: Nasal polyposis is a chronic inflammatory disease of the nasal
mucosa or paranasal sinuses characterized by the formation of benign
polyps. The pathogenesis is not known, although nasal polyps are associated
with several systemic diseases, with asthma being the most frequent. The
aim of the present study was to identify, quantify, compare and correlate
eosinophils, mast cells, myofibroblasts and TGF-R3-positive cells in nasal
polyps of patients with and without asthma. Material and Methods: Seventy-
eight subjects with nasal polyps undergoing endoscopic sinus surgery were
selected. Control specimens were obtained from eight subjects with a normal
sinus mucosa. One group consisted of polyps from 56 patients with asthma
and the other of polyps from 22 patients without asthma.
Immunohistochemistry was performed using monoclonal antibodies against
eosinophil cationic protein to stain eosinophils, against tryptase to stain mast
cells, against alpha-smooth muscle actin to stain myofibroblasts, and against
TGF-B to stain TGF-R-positive cells. Results: The number of eosinophils,
myofibroblasts and TGF-R-positive cells was significantly higher in the
asthma group than in the non-asthma group, whereas no significant
difference in the number of mast cells was observed between the two groups.
The number of eosinophils, mast cells, myofibroblasts and TGF- 3-positive
cells was significantly higher in nasal polyps than in the control group.
Myofibroblasts showed a significant correlation with eosinophils, mast cells,
TGF- R-positive cells, and asthma. Conclusion: Eosinophils, mast cells,
myofibroblasts and TGF-R-positive cells were identified in all nasal polyps,
although the number of eosinophils, myofibroblasts and TGF-3-positive cells
was higher in the asthma group. The number of mast cells was similar
regardless of the presence or absence of asthma. Myofibroblasts were a
common denominator in the correlation between eosinophils, mast cells,
TGF-B-positive cells, and asthma.

Keywords: Nasal polyps, inflammation, eosinophils, mast cells, TGF-R3,

immunohistochemistry, asthma
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1 INTRODUCAO



INTRODUCAO - 2

A polipose nasal (PN) é uma doenca inflamatoria crénica da mucosa
nasal e dos seios paranasais, de causa multifatorial, com formacdo de
poélipos benignos, que quase sempre se originam na regidao do meato médio,
podendo se estender para toda a cavidade nasal. Apresenta fisiopatogenia
ainda nao definida e os sintomas principais sao: obstrucao nasal, hiposmia e
cefaléia (Pawankar, 2003).

A prevaléncia estimada da polipose nasal na populacao geral varia de
1 a 4%, porém, em determinados grupos de pacientes como 0s asmaticos,
pacientes com intolerancia aos salicilatos, com fibrose cistica e discinesia
ciliar, observa-se aumento da sua prevaléncia (Settipane et al., 1997).

Dentre todas as doencas sistémicas relacionadas a polipose nasal, a
asma € a associacdo mais comum. A prevaléncia da PN em asmaticos varia
de 6,7 a 13% (Settipane, 1987; Settipane, 1996) enquanto a prevaléncia da
asma em individuos com polipose nasal varia de 18 a 45% (Schenck, 1974;
Rugina et al., 2002). Segundo o estudo de meta-analise realizado por Larsen
(1996), 29,9% dos pacientes com polipose nasal apresentaram asma.

Assim como na polipose nasal, a patogénese da asma ainda é
desconhecida, no entanto, o que ambas as doencas apresentam em comum

€ 0 aumento de mediadores quimicos e de células inflamatérias como
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eosindfilos e mastocitos, o que caracteriza uma inflamacédo crbnica
(Pawankar, 2003).

Outra célula presente no tecido pulmonar de asmaticos e descrita
também no polipo nasal sdo os miofibroblastos (Wang et al., 1997), que
sao fibroblastos diferenciados, caracterizados por alta expresséo de atina
a dos mdasculos lisos. Os miofibroblastos estdo relacionados com o
processo de remodelamento da via aérea e sdo um dos responsaveis pela
producdo e deposicdo exagerada de colageno e matriz extracelular na
lamina prépria, que sugere seu envolvimento no crescimento do pdlipo
nasal (Minshall et al., 1997; Coste et al., 1998). Muitos trabalhos (Ohno et
al., 1992; Vignola et al., 1997; Hashimoto et al., 2001; Evans et al., 2003)
mostram que o fator R transformador de crescimento (TGF-R)
desempenha um papel importante na estimulacdo e diferenciacdo dos
fibroblastos em miofibroblastos, além de induzir a sintese de colageno
tipo | por essas células.

Apesar de Wang et al. (1997) descrever que o0 acumulo de
miofibroblastos pode estar envolvido na formagédo do pélipo nasal, ndo ha
estudos especificos sobre o comportamento e distribuicdo dessas células
em pacientes asmaticos com polipose nasal.

Visto que a presenca da asma na polipose nasal determina maior
recorréncia dos polipos (Braun et al., 1992; Larsen e Tos, 1997, Wynn e Har-
El, 2004), questiona-se sobre a possibilidade de existir diferenga celular
guantitativa no infiltrado de células inflamatérias entre polipos de pacientes

com e sem asma. Portanto, os objetivos desse estudo foram:
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- identificar, por meio da imunoistoquimica, os eosindfilos, mastocitos,
miofibroblastos e células TGF-R positivas nos polipos nasais.

- quantificar essas células positivas nos pacientes com e sem asma.

- comparar e correlacionar eosindfilos, mastdcitos, miofibroblastos e

células TGF-R3 positivas nos pacientes com e sem asma.



2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Polipose Nasal e Asma

Moloney (1977) em estudo retrospectivo de 445 pacientes com
polipose nasal observa 95 (21%) com asma. A PN é duas vezes mais
comum no sexo masculino, e no sexo feminino a prevaléncia de asma € o
dobro da encontrada no sexo masculino.

Settipane e Chaffee (1977) estudam 6037 pacientes com asma e
rinite alérgica e encontram 211 (4,2%) com pélipo nasal. Dos 211 pacientes
70% apresentam asma e 29,4%, rinite alérgica. No grupo dos asmaéticos,
16% apresentam PN e no grupo com rinite alérgica 2,2% apresentam PN. A
grande maioria dos pacientes com polipo ocorre na faixa etaria acima dos 40
anos, e na faixa etaria abaixo dos 10 anos a ocorréncia da PN é rara.

Maloney e Collins (1977) observam que individuos com PN
apresentam chance de 25 a 30% de desenvolverem asma.

Estudos de Kaliner et al. (1973) mostram que polipos nasais de
individuos com rinite alérgica, quando estimulados com determinado antigeno,
liberam histamina, leucotrienos, e fatores quimiotaticos de eosindfilos.

Downing (1982) e Miles-Lawrence (1982) demonstram que a
hiperreatividade bronquica ao teste de provocacdo da metacolina nos

individuos com PN é maior nos pacientes nao-atépicos.
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Slavin (1982) em estudo de 33 pacientes com doenga sinusal e asma,
encontra 30 (90%) com polipose nasal.

Braun et al. (1992) relatam o acompanhamento pds-operatério de 93
pacientes com PN por mais de cinco anos e observam que a intolerancia ao
acido acetil salicilico determina pior prognostico, com recidiva em
aproximadamente 15% dos casos.

Larsen e Tos (1994) encontram em 180 pacientes com PN 38 (21%)
com asma, sendo que 73% manifestaram o inicio da asma anteriormente ao
surgimento do pdélipo.

Larsen (1996), em estudo de meta-analise sobre asma e polipose
nasal, observa nos pacientes asmaticos, uma incidéncia de 7 a 15% de
polipose nasal, sendo a maior freqiiéncia no grupo etario acima dos 50 anos.
Ja nos pacientes com polipose nasal, a associacdo com a asma esta
presente em 29,9 a 70% dos casos. O sexo feminino com PN apresenta
maior associagao com a asma que 0 sexo masculino.

Settipane (1996) observa polipose nasal em 7% dos individuos
asmaticos. A PN ¢é estatisticamente mais comum na asma nao-alérgica,
guando comparada com a asma alérgica (13% e 5% respectivamente).

Larsen e Tos (1997) mostram em estudo de acompanhamento pos-
operatdrio por um periodo de oito anos, que os pacientes com PN e asma (26%)
apresentam um nimero maior de polipectomias (média de 2,4) quando comparado
com 0s pacientes sem associacao com a asma (média de 1,4). Os pacientes
com PN e asma apresentam ainda sintomas mais severos. O maior nimero de

polipectomias esteve presente no grupo com intolerancia ao acido acetil salicilico.
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Hedman et al. (1999), na Finlandia, observam que a prevaléncia de
asma na amostra de 4300 individuos é de 4,4%, enquanto que a prevaléncia
da PN nessa mesma amostra € de 4,3%. Concluem que a presenca de rinite
alérgica, intolerédncia ao AAS e PN estéo associados ao aumento do risco de
desenvolver asma.

Grigoreas et al. (2002) investigam a prevaléncia da PN em pacientes
com rinite crénica e asma. Em 3817 pacientes, 4,2% apresentam polipose
nasal. No grupo especifico de pacientes com asma nao-alérgica, a
prevaléncia da PN é de 13%.

Rugina et al. (2002) encontram em 224 pacientes com PN, 100 (45%)
pacientes com asma. Os sintomas da asma ocorrem antes (43%), depois
(21%) ou simultaneamente (30%) aos sintomas da PN. Apesar da PN ser
mais prevalente no sexo masculino (63%), o sexo feminino apresenta
sintomas mais severos e maior tendéncia de desenvolver asma.

Larsen e Tos (2002) estimam a incidéncia da PN, na populacdo da
Dinamarca, de 0,627 pacientes por 1000 habitantes/ano. A incidéncia, na
faixa etaria de 50 a 59 anos, atinge picos de 1,68 e 0,82 pacientes por
1000habitantes/ano, no sexo masculino e feminino, respectivamente.

Johansson et al. (2003) encontram prevaléncia de 2,7% de polipose
nasal sendo mais freqiente nos homens (2,2: 1) e na populagcdo acima de

60 anos e asmaticos.
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2.2 Polipose Nasal e Intolerancia ao Acido Acetil Salicilico

Em 1922, Widal et al. descrevem o primeiro relato de associagao da
PN, asma e intolerancia ao acido acetil salicilico (AAS).

Samter e Beers (1967) estudam 1000 individuos com intolerancia ao
AAS e concluem que a associacado da intolerancia ao AAS, PN e asma
constitui uma sindrome. Nao ha evidéncia de uma resposta alérgica, mas
sim de uma doenca inflamatdria intrinseca ao trato respiratério.

Moloney (1977) examina 445 pacientes com PN e encontra 2% com
asma e intolerancia ao AAS, sendo que entre 0s asmaticos a intolerancia ao
AAS é de 10%.

Settipane et al. (1982) demonstram, através do teste de provocacéo,
gue 8% dos pacientes com PN desconhecem que séo intolerantes ao AAS.

Jantti-Alanko et al. (1989) estudando a recorréncia da PN apds a
polipectomia, observam que o risco de recorréncia é maior no grupo com
intolerancia ao AAS. A asma esta presente em 91% dos pacientes com
intolerancia ao AAS.

McFadden et al. (1990), em estudo retrospectivo de pacientes
submetidos a sinusectomia devido a sinusite cronica, observam que a
associacdo com a intolerancia ao AAS determina répida recorréncia e
progresséo da PN.

Schaitkin et al. (1993) relatam os resultados da cirurgia endoscépica
em 100 pacientes com histéria de doenca naso-sinusal e observam que a
presenca de intolerancia ao AAS esta associada a falha do tratamento em

aliviar os sintomas.
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Larsen (1996) em estudo de meta-analise sobre asma e PN observa
gue 36 a 96% dos pacientes intolerantes ao AAS apresentam PN. Entre os
pacientes com PN, 12,8% apresentam intolerancia ao AAS. O resultado do
tratamento mostra-se ruim nos individuos asméaticos e é ainda pior nos
intolerantes ao AAS.

Jankowski et al. (1997) observam, na maioria dos pacientes com
intolerdncia ao AAS, um crescimento difuso do polipo nasal com
necessidade de um procedimento cirargico mais radical.

Szczeklik et al. (2000) descrevem a histéria natural e as
caracteristicas clinicas de 500 pacientes com intolerancia ao AAS, que
ocorrem na seguinte sequéncia: rinite persistente por volta dos 30 anos de
idade, asma, intoleréncia ao AAS e, por fim polipose nasal.

Segundo Hosemann (2000), pacientes com PN, intolerancia ao AAS e
asma, representam cerca de 7% dos pacientes com sinusite crénica. Mais
de 80% desses pacientes apresentam estagios avancados de polipose
nasal.

Johansson et al. (2003) avaliando a amostra da populacédo sueca de
1387 individuos, ndo encontram correlacdo dos sintomas subjetivos de

intolerancia ao AAS com a PN.
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2.3 Histopatologia
2.3.1 Eosindfilos

Baungarten et al. (1980) descrevem eosindéfilos e plasmadcitos em
todos os pélipos estudados em sua amostra de 15 pacientes e sugerem que
a relacdo eosinofilo/plasmdcito abaixo de cinco estd relacionada com
possivel etiologia alérgica.

Kakoi e Hiraide (1987) classificam histologicamente os pélipos nasais
em trés tipos: 1) edematoso 2) glandular e 3) fibroso. Neste estudo,
observam infiltracdo predominante de eosindfilos em 73% dos casos.

Krajina e Zirdum (1987) estudam 28 casos de pdlipos nasais
recorrentes e 48 casos de pdlipos nasais ndo recorrentes e encontram
infiltracao eosinofilica de 74% e 44% respectivamente.

Harlin et al. (1988) relatam que a eosinofilia da mucosa nasal de
pacientes com sinusite crbnica esta relacionada com a asma.

Jankowski et al. (1989), utilizando imunoistoquimica, observam
namero de eosindfilos dez vezes maior no polipo nasal quando comparado
com a mucosa normal. O numero de mastocitos e plasmoécitos nédo
apresenta diferenca entre 0s grupos.

Baroody et al. (1995) observam que a eosinofilia € uma caracteristica
histologica encontrada na sinusite crénica em criancas, especialmente
naguelas com asma.

Hellquist, em 1996, classifica histologicamente o pélipo nasal em
quatro tipos: 1) eosinofilico ou edematoso, 2) fibroinflamatério 3) hiperplasia

de glandulas seromucinosas e 4) estroma atipico. O tipo eosinofilico ou
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edematoso € encontrado em 86% dos 107 casos estudados e apresenta
como caracteristica principal a numerosa infiltracdo de eosindfilos no
estroma.

Larsen e Tos (1997) analisam a histologia do pélipo nasal de 199
pacientes submetidos a polipectomia e observam eosinofilia em 97% dos
casos.

Utilizando imunoistoquimica, Park et al. (1998) encontram numero
aumentado de eosindfilos no polipo nasal de individuos com asma e
intolerancia a aspirina, contudo, ndo observam diferenca estatistica quando
comparado com o pélipo de individuos ndo asmaticos.

Lamblin et al. (1999) demonstram que pacientes com polipose nasal e
hiperreatividade bronquica apresentam eosinofilia na mucosa bronquica
semelhante a observada em pacientes com asma, enquanto que pacientes
com polipose nasal sem hiperreatividade brénquica ndo apresentam
eosinofilia na via aérea inferior.

Gaga et al. (2000) relatam na mucosa nasal de individuos asmaticos,
maior numero de eosindéfilos quando comparado com a mucosa nasal de
individuos sadios.

Ponikau et al. (2003) demonstram que achados histopatolégicos da
asma, como infiltrado eosinofilico e remodelamento, também estéo
presentes na rinossinusite cronica. Esses achados sugerem a coexisténcia

de ambas as doencas com envolvimento do mesmo processo patoldgico.
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2.3.2 Mastécitos

Takasaka et al. (1986), utilizando microscopia eletrbnica e
imunoistoquimica no pélipo nasal, encontram migracao e aderéncia dos
neutréfilos na lamina basal e degranulacdo acelerada dos mastdcitos. A
degranulacdo dos mastocitos é mais acentuada no poélipo associado a
intolerancia ao AAS quando comparado com a sinusite cronica e rinite
alérgica. O estudo sugere que a degranulacdo dos mastdcitos desempenha
um importante papel na formacao do poélipo nasal, e provavelmente ela ndo
seja dependente apenas do mecanismo mediado pela IgE.

Sasaki (1986) observa que a degranulacdo dos mastdocitos no polipo
nasal ocorre de forma mais acentuada nas por¢oes profundas do estroma. O
pediculo do pdlipo nasal apresenta maior quantidade de mastocitos e maior
namero de células degranuladas que a regido do corpo e apice do pdlipo,
sugerindo o envolvimento de um mecanismo diferente da IgE na
degranulacao dos mastécitos.

Drake-Lee et al., (1988) constatou que os mastécitos sdo incomuns
no epitélio nasal normal, mas estao presentes na submucosa do pdlipo
nasal.

Yamashita et al. (1989) encontram numero abundante de eosindfilos e
mastocitos degranulados no pélipo nasal de pacientes com intolerancia ao
AAS. Os polipos nasais desses pacientes apresentam niveis aumentados de
leucotrienos (LTC4 e LTD4) e niveis diminuidos de prostaglandinas.

Bellioni et al. (1989) encontram varios mastocitos no tecido conectivo

e area perivascular do pélipo nasal. Os mastdcitos apresentam receptores
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para a IL-2 e estdo freqientemente localizados proximos aos linfécitos T,
sugerindo que a degranulacdo dos mastocitos seja desencadeada por
citocinas das células T.

Jankowski et al. (1989), utilizando imunoistoquimica, ndo observou
diferenca quantitativa de mastocitos no polipo nasal e mucosa nasal de
individuos sadios.

Rhuno et al. (1990) relatam que o numero de mastdcitos no epitélio do
pélipo nasal e mucosa adjacente apresenta aumento em compara¢cao com o
epitélio nasal de individuos sadios.

Sun (1991) encontra nimero maior de mastdcitos na base do poélipo
nasal com graus variados de degranulacdo. Esse estudo sugere que a
degranulacdo dos mastécitos na PN esté relacionada com uma via diferente
do classico mecanismo mediado pela IgE.

Kawabori et al. (1992) observa que a maioria dos mastdcitos, cora
positivamente para a triptase e quimase. A porcentagem de mastdcitos
circundados por triptase pericelular, sugerindo ativacdo e degranulacdo, €
estatisticamente maior no estroma do que no epitélio. Esses achados
demonstram diferenca no estado de ativacdo dos mastdcitos do estroma e
epitélio. Provavelmente, micro-ambientes distintos sdo responsaveis por
influenciar os mastécitos nesses locais.

Otsuka et al. (1993) estudam a distribuicdo dos mastocitos no polipo
nasal e observaram na superficie epitelial e nos ductos dos pélipos uma
média de 20.000 mastécitos por mm?>. A contagem dos mastdcitos na regido

subepitelial foi menor que 3.200 por mm?®,
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Ruger et al. (1994) demonstram que mastécitos na regiao perivascular
secretam colageno tipo VIII, podendo contribuir para angiogénese,
remodelamento tecidual e fibrose.

Finotto et al. (1994) observam que os mastocitos localizados no
estroma do pélipo nasal apresentam maior quantidade de triptase quando
comparado com 0s mastocitos da camada epitelial. Os mastocitos do
estroma liberam maior quantidade de histamina ap6s estimulacdo com da
IgE. Esses dados sugerem heterogeneidade funcional e diferenca de
mediadores nas subpopulacdes de mastdcitos.

Pawliczak et at. (1997) estudam a distribuicdo de eosindfilos e
mastocitos no poélipo nasal de individuos atépicos e ndo atdpicos. Observam
gue os eosindfilos sdo as células predominantes, independente da presenca
de atopia. Os mastdcitos e eosindéfilos apresentam-se mais abundantes na
camada superficial do que na camada profunda do estroma da mucosa. A
distribuicdo dos mastécitos nos atdpicos mostra-se com maior nimero na
camada superficial quando comparado com 0s néo-atopicos.

Park et al. (1998) ndo encontram diferenca estatistica no niumero de
mastdécitos no polipo de pacientes com intolerancia a salicilatos, de alérgicos
e de nao alérgicos.

Lee et al. (2003) observam que o TGF-R 1, além de induzir deposicéo
de matriz extracelular, contribui para a migracdo de eosindfilos e mastécitos
no pélipo nasal.

Pawankar (2003) observa aumento dos niveis de triptase, um

marcador de mastdcitos, em individuos com polipose nasal recorrente.
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2.3.3 Miofibroblastos e TGF-I3

Busuttil et al. (1976), em estudo da histologia do pdlipo nasal, observam
gue existem fibroblastos edematosos com abundantes interdigitacoes
citoplasmaticas e sintese aumentada de colageno, sugerindo o envolvimento
dessas células na patogénese da PN.

Batsakis (1986) observa que a atipia celular em células do estroma do
pélipo nasal é uma resposta peculiar dos fibroblastos com producéo
aumentada de fluidos intracelulares.

Nakayama et al. (1995) investigam com imunoistoquimica, 29 casos
de PN com células atipicas no estroma, e observam a presenca de actina e
vimentina. Baseado nos achados da microscopia Optica e imunoistoquimica,
os autores concluem que as células atipicas representam miofibroblastos e
ndo uma proliferacédo neoplasica.

Maune et al. (1996) observam que os fibroblastos nasais sao
possivelmente a fonte de RANTES (Regulated And Normal T cell Expressed
and Secreted), encontrada na mucosa ou secrecdo nasal de pacientes que
sofrem de doencas em que a infiltracéo eosinofilica € a caracteristica principal.

Wang et al. (1997) descrevem acumulo de miofibroblastos e fator de
transformacdo de crescimento B (TGF-B) no pdlipo nasal, e sugerem que
essas células podem estar envolvidas na sua patogénese através da
liberagcédo de matriz extracelular.

Gizycki et al. (1997) encontram numero estatisticamente aumentado
de miofibroblastos na mucosa brénquica de individuos asmaticos quando

comparado com individuos ndao asmaticos.
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Vignola et al. (1997), utilizando a combinacg&o da hibridizacgdo in situ
com a imunoistoquimica, observam que o TGF-B, que é um fator
fibrogénico envolvido no remodelamento da asma, € sintetizado pelos
eosindfilos e miofibroblastos presentes na mucosa brénquica dos
individuos asmaticos.

Rudack et al. (1999) estudam os efeitos das citocinas derivadas dos
eosindfilos e fatores derivados dos fibroblastos nos eosindfilos sanguineos
isolados de pacientes com PN e observam que o GM-CSF, encontrado em
altas concentracfes nos fibroblastos, € provavelmente um dos responsaveis
por prolongar a sobrevivéncia dos eosinofilos.

Lechapt-Zalcman e Escudier (2000) descrevem que a matriz
metaloproteinase e seus inibidores teciduais, principais enzimas proteoliticas
envolvidas no turnover da matriz extracelular, s&o produzidos pelos
fibroblastos, células endoteliais e epiteliais.

Saji et al. (2000) demonstram que os fibroblastos nasais, sob
estimulo do TNF-a e IL-1, sdo capazes de recrutar eosinofilos para o
polipo nasal.

Chang et al. (2001) investigam a relacdo da inflamacdo com o
crescimento do pélipo nasal e observam que os indices da a-actina do
musculo liso e o TGF-R 1 foram significativamente maiores no pélipo nasal
guando comparado com a mucosa normal. Os autores concluem que o TGF-3 1
produzido por células inflamatérias pode influenciar o desenvolvimento dos
miofibroblastos, que por sua vez, produzird matriz extracelular e crescimento

dos polipos.
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Hashimoto et al. (2001) demonstram que o TGF-B 1 é capaz de
induzir a modulacao fenotipica de fibroblastos para miofibroblastos.

Morishima et al. (2001) observam que a lesao epitelial da via aérea
estimula a liberacdo de TGF- causando sintese de colageno através da

inducéo de miofibroblastos.



3 CASUISTICA E METODOS
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Comissdao de ética

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital da Jikei
Univesity School of Medicine, Téquio, Jap&o e pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo,

protocolo de pesquisa n°® 794/03.

3.1 Casuistica

No periodo de junho de 1999 a dezembro de 2001 foram estudados
prospectivamente 78 pacientes portadores de PN submetidos a cirurgia
endoscépica nasossinusal no hospital da Jikei University School of Medicine,
Toquio, Japao.

No grupo, 55 pacientes (70,5%) eram do sexo masculino e 23 (29,5%)
do sexo feminino. A idade média foi de 48 anos + 12,2 anos.

O diagnodstico da polipose nasal baseou-se na histéria clinica de
obstrucdo nasal com rinorréia anterior e/ou secrecdo retro nasal, perda
parcial ou completa do olfato acompanhada do exame otorrinolaringoldgico

da cavidade nasal (rinoscopia anterior e exame com endoscopio rigido de
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4,0mm e 0 grau), mostrando pélipos bilaterais de aspecto palido, levemente
rosados ou acinzentados, oriundos da regido do meato médio. Em todos os
pacientes foi realizada tomografia computadorizada dos seios paranasais em

gue foi comprovada a bilateralidade da doenca.

3.1.1 Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusdo: foram incluidos apenas 0s pacientes que
apresentavam diagnéstico de polipose nasal bilateral, com ou sem
associacdo com asma, submetidos a tratamento cirargico.

Critérios de exclusdo: foram excluidos os pacientes portadores de
poélipos unilaterais, pdélipos antrocoanais, esfenocoanais e etmoidocoanais,
os poélipos relacionados com a fibrose cistica, discinesia ciliar e com tumores

como o papiloma invertido e carcinomas.

3.1.2 Grupo controle

O grupo controle foi constituido por oito pacientes, com adenoma de
hipéfise, submetidos a tratamento cirdrgico por acesso transetmoidoesfenoidal.
Nenhum dos pacientes apresentava queixas nasossinusais.

O exame da fossa nasal, com endoscoépio rigido, mostrava aspecto
normal. O exame tomografico dos seios paranasais encontrava-se sem
sinais de velamento ou espessamento mucoso nasossinusal. Neste grupo,
seis individuos eram do sexo feminino e dois do sexo masculino. A idade

média do grupo foi de 39,3 anos.



CASUISTICA E METODOS - 22

3.2 Métodos

3.2.1 Diagnéstico de asma

Todos os pacientes receberam a avaliacdo da clinica médica, que
definiu a presenca ou auséncia de asma segundo os critérios da Sociedade
Japonesa de Alergologia [a) Histéria clinica: ataques recorrentes de
dispnéia, aperto no térax, sibilos, despertares noturnos, tosse, historia atual
de dispnéia e/ou sibilos ao exame fisico. b) Prova de fungdo pulmonar:
espirometria mostrando FEV; < 80% com reversibilidade de pelo menos 12%
apos salbutamol ou teste positivo & metacolina com dose de provocacao de
1200ug ou menos (Makino et al. 2000)]. No grupo de pacientes asmaticos
foram identificados 15 pacientes com histéria clinica de intolerancia ao acido
acetil salicilico (crises de broncoespasmo ou dispnéia ap0s ingestdo de
acido acetil salicilico).

Os 78 pacientes foram divididos em dois grupos segundo a presenca
ou auséncia de asma. O grupo de asmaticos constituiu-se de 56 pacientes e
0 grupo de ndo asmaticos de 22 pacientes.

Todos os pacientes foram tratados com medicacfes diversas como
antibiéticos, anti-histaminicos e corticosteréides que foram suspensos por
pelo menos quatro semanas antes da cirurgia. Em 20 de 56 pacientes com
asma, o pneumologista prescreveu um dia antes da cirurgia corticosterodide

sistémico ou inalatorio.
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3.2.2 Coleta do pdlipo nasal

Os pacientes foram submetidos a anestesia geral, e ap6s os cuidados
de assepsia e antissepsia com colocacdo de campos estéreis, sob visdo
endoscopica’, foi realizado vasoconstriccdo da mucosa nasal com algoddo
embebido em adrenalina 1:2000 diluida em lidocaina a 4%, seguido da
exérese cirurgica do pélipo.

No inicio do procedimento cirdrgico, os fragmentos do pélipo foram obtidos
da regido do meato meédio, seccionados em sua inser¢ao, utilizando micro-tesoura
endoscépica. Os fragmentos obtidos foram de aproximadamente 1 a 2 cm de
didmetro cada. Para cada paciente, foram obtidos 2 a 4 fragmentos de polipo.

Esses fragmentos foram imediatamente submetidos ao processo de
fixacdo em solucdo de formol a 10% neutro e tamponado em PBS (Phosphate
Buffered Solution) pH 7.2, por um periodo de 24 horas. As amostras foram
identificadas com o nome e registro do paciente e encaminhadas para o
laboratério de pesquisa do departamento de Otorrinolaringologia da Jikei
University School of Medicine.

ApOs o periodo de fixacdo em formol, realizou-se a desidratacdo em
solucdo graduada de alcool, e em seguida as amostras foram incluidas em
blocos de parafina (Anexo A).

Os blocos de parafina, contendo as amostras de pélipo nasal foram
cortados em série de trés micrdbmetros de espessura, utilizando um

micrétomo?.

Endoscopio rigido Karl Storz, 4mm e 0 grau, fonte de luz de xenénio, monitor Sony e
telecam da Storz
Leica modelo RM2065
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As amostras foram aderidas em laminas de vidro banhadas com poly-
I-lisina. Para cada bloco de parafina contendo o pdélipo nasal foram
preparadas 10 laminas, sendo destinadas duas laminas para cada anticorpo
(total de 4 anticorpos), uma lamina para a reagao de controle negativo e uma
lamina para coloragdo de hematoxilina-eosina. Na reagdo de controle
negativo foi omitido o anticorpo primario, e na coloracdo de hematoxilina-

eosina, utilizou-se o método usual descrito no anexo B.

3.2.3 Coleta de mucosa etmoidal do grupo controle

A mucosa etmoidal do grupo controle foi obtida, durante o
procedimento cirirgico transetmoidoesfenoidal para acesso a hipofise.

Os pacientes foram submetidos a anestesia geral, e ap8s os cuidados
de assepsia e antissepsia com colocacdo de campos estéreis, sob visdo
endoscopica’, foi realizado vasoconstriccdo da mucosa nasal com algoddo
embebido em adrenalina 1:2000 diluida em lidocaina a 4%.

No inicio do procedimento cirlrgico, os fragmentos de mucosa
etmoidal foram obtidos da regido do meato médio, utilizando pin¢a cortante
tipo Grinwald. Os fragmentos obtidos foram de aproximadamente 0,5 cm de
diametro cada. Para cada paciente, foram obtidos dois a quatro fragmentos
de mucosa etmoidal.

Esses fragmentos foram, imediatamente, submetidos ao processo de
fixagdo em solugcdo de formol a 10% neutro e tamponado em PBS
(Phosphate Buffered Solution) pH 7.2, por um periodo de 24 horas. As

amostras foram identificadas com 0 nome e registro do paciente e
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encaminhadas para o laboratério de pesquisa do departamento de
Otorrinolaringologia da Jikei University School of Medicine.

Apos o periodo de fixacdo em formol, realizou-se a desidratacdo em
solucdo graduada de alcool, e em seguida as amostras foram incluidas em
blocos de parafina (Anexo A).

Os blocos de parafina, contendo as amostras de mucosa etmoidal
foram cortadas em série de trés microbmetros de espessura, utilizando um
micrétomo?.

As amostras foram aderidas em laminas de vidro banhadas com poly-
I-lisina. Para cada bloco de parafina contendo a mucosa etmoidal foram
preparadas 10 laminas, sendo destinadas duas laminas para cada anticorpo
(total de 4 anticorpos), uma lamina para a reagao de controle negativo e uma
lamina para coloragdo de hematoxilina-eosina. Na reagdo de controle
negativo foi omitido o anticorpo primario, e na coloracdo de hematoxilina-

eosina utilizou-se o método usual descrito no anexo B.

% Leica modelo RM2065
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3.2.4 Método imunoistoquimico

Foram pesquisados antigenos nos polipos nasais e na mucosa
etmoidal com anticorpo primario monoclonal de camundongo para
identificacdo dos seguintes tipos celulares: eosindéfilos — anticorpo contra a
proteina catibnica eosinofilica (EG2) (Tai et al. 1984a, 1984b); mastécitos —
anticorpo contra triptase dos mastécitos humanos (Djukanovic et al. 1990,
Walls et al 1990a, 1990b e 1991); miofibroblastos — anticorpo contra actina a
do musculo liso (SMA) (Skalli et al. 1986); e células contendo TGF-B —
anticorpo contra células TGF-R positivas (Barral-Netto et al. 1992).

A coloracdo de imunoistoquimica foi realizada com o método do
complexo enzimatico avidina-biotina*, descrita por Hsu et al. (1981).

Os anticorpos primarios especificos utilizados foram: anti-EG2 (Kabi
Pharmacia Diagnostics AB, Uppsala, Suécia), anti-triptase humana de
mastdcitos®, anti-SMA®, e anti-TGF-R’. Como controle negativo para o
reagente, foi omitido o anticorpo primario. Como controle de coloracdo do
poélipo nasal foi utilizado a mucosa etmoidal do grupo controle. Todas as
reagcfes imunoistoquimicas foram realizadas no laboratério de pesquisa do
departamento de Otorrinolaringologia da Jikei University School of Medicine,

Toquio, Japao.

Dako LSAB 2 Kit, HRP. Carpinteria, CA 9013 EUA
Dako, clone AA1, Glostrup, Dinamarca

Dako, clone 1A4, Glostrup, Dinamarca

RD Systems, clone 1D11, Minneapolis, EUA

~N o g b
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3.2.4.1 Preparo para a coloracao

Realizou-se a deparafinizacdo e rehidratacdo das amostras da
seguinte maneira:

a) Colocada a lamina em solucdo de xileno por cinco minutos.
Repetido o processo em nova solucdo de xileno por cinco minutos.

b) Retirado o excesso de xileno e colocada a lamina em etanol
absoluto por trés minutos. Repetido o processo em nova cuba contendo
etanol absoluto, por trés minutos.

c) Retirado o excesso de etanol e colocada a lamina em etanol a 95%
por trés minutos. Repetido o processo em nova cuba contendo etanol a 95%
por trés minutos.

d) Retirado o excesso de etanol e colocada a lamina em &gua
destilada por 30 segundos.

Apés o item d, realizada a digestdo proteolitica por seis minutos a
temperatura ambiente em solugcédo contendo 0,025% de protease tipo XXIV
(Sigma P-8038) e 0,025% CacCl,, em Tris-HCI tamponado, pH 7,2 — 7,6. A
digestéo proteolitica foi interrompida por lavagem em agua destilada durante

cinco minutos.
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3.2.4.2 Método de coloragdo imunoenzimética

a) Perodxido de hidrogénio

Retirado o0 excesso de agua da lamina e secado cuidadosamente ao redor
da amostra utilizando papel filtro. Aplicado peréxido de hidrogénio a 3% sobre a
amostra e incubado por cinco minutos em camara Umida a temperatura ambiente.

Enxaguado gentilmente com agua destilada e colocada em solucéo

Tris-HCI tamponada por dez minutos.

b) Anticorpo primario e reagente controle negativo.

Retirado o excesso de solucdo tamponada e secada a lamina como
anteriormente.

Aplicado o anticorpo primario cobrindo adequadamente toda a
amostra e incubado por 10 minutos em camara Umida a temperatura
ambiente, com excecao do anti-TGF-[3, cujo tempo de incubacéo foi de 30
minutos. Como controle negativo, foi omitido o anticorpo primario.

Enxaguado gentilmente (duas lavagens sucessivas) com solucao tris-
HCI tamponada por dez minutos.

As diluicdes dos anticorpos primarios utilizados foram: EG28, diluicao
de 1:25; anti-triptase humana de mastécitos®, diluicdo de 1:50; anti-SMA™?
diluicdo de 1:50; e anti-TGF-R™ diluicdo de 1:10. A solucédo para diluicio
utilizada foi Tris-HCI 0.05 M tamponado, pH 7.2 — 7.6, contendo 1% de

albumina sérica bovina.

8 Kabi Pharmacia Diagnostics AB, Uppsala, Suécia
° Dako, clone AAL, Glostrup, Dinamarca

% bako, clone 1A4, Glostrup, Dinamarca

' RD Systems, clone 1D11, Minneapolis, EUA
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c) Anticorpo secundario

Retirado o excesso de solucdo tamponada e secada a lamina como
no item um.

Aplicadas sobre toda a amostra, gotas da solucdo contendo
imunoglobulinas com biotina anti-coelho e anti-camundongo “biotinylated
anti-rabit and anti-mouse immunoglobulins phosphate buffered saline (PBS),

containing carrier protein and 15mM sodium azide.™?

e incubado por 10
minutos em camara Umida a temperatura ambiente.

Enxaguada a lamina conforme o item b.

d) Estreptavidina-peroxidase

Secada a lamina conforme o item a.

Aplicadas sobre toda a amostra, gotas da solucdo contendo
streptavidina conjugada com peroxidase em PBS contendo proteina
carreadora e agentes antimicrobianos “streptavidin conjugated to horseradish
peroxidase in PBS, containig carrier protein and antimicrobial agents.”™!.

Incubado por 10 minutos em cdmara Umida a temperatura ambiente.

Enxaguada a lamina conforme o item b.

e) Solugcdo com substrato de cromogénio

Secada a lamina conforme o item a.

Aplicadas sobre toda a amostra, gotas da solucdo a 3% de 3-amino-9-
etilcarbazol em N, N-dimetilformamida (DMF), que foi preparada imediatamente

antes do uso.

2 Dako LSAB 2 Kit, HRP. Carpinteria, CA 9013 EUA
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Incubado por 10 minutos em camara Umida e em temperatura ambiente.

Enxaguado gentilmente com agua destilada.

f)- Hematoxilina
Realizada a imersdo das laminas em solucdo de hematoxilina de
Mayer por trés minutos.

Enxaguada gentilmente com agua destilada.

3.2.4.3 Montagem das laminas

As amostras foram montadas e cobertas com laminula em meio

aquoso de glicergel®.

3.2.5 Andlise dos resultados

As células positivas (eosindfilos, mastocitos, miofibroblastos e células
TGF-R3) foram detectadas pela coloragcdo vermelha resultante da reagcéo do
complexo streptavidina-biotina-peroxidase com a solugdo de 3-amino-9-
etilcarbazol. Todas as células marcadas pelo anti-EG2, anti-triptase e anti-
TGF-3 foram consideradas como positivas. No caso do anti-SMA, apenas as
células positivas encontradas no tecido conectivo do poélipo e da mucosa
etmoidal foram consideradas como positivas, isto é, miofibroblastos; as
células vermelhas agrupadas ao redor dos vasos sangliineos e glandulas

nao foram consideradas positivas (Figura 1).

¥ Dako Glycergel mounting medium code No. C563
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Durante a contagem das células coradas pela imunoistoquimica, o
examinador desconhecia o diagndéstico do paciente. Para cada anticorpo,
foram coradas duas laminas.

Foi utilizada na ocular do microscépio 6ptico™® uma lamina graticulada
de 10x10mm com aumento de 200 vezes, que correspondeu a um campo
(Figura 2). Para cada lamina foram analisados dez campos, que foram
orientados aleatoriamente ao longo da membrana basal do epitélio. Os
campos foram determinados de forma aleatoria com area minima requerida
para anélise de 1mm? (Braunstahl GJ, et al. 2000).

Em cada campo foi contado o numero de células positivas, utilizando
um contador de células manual. Os resultados foram expressos como média
de células positivas por campo.

Os resultados foram comparados e correlacionados de acordo com a

idade, sexo, presenca ou auséncia de asma, intolerancia ao AAS.

14

Nikon Microphot-FXA, Toquio, Japao
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Figura 1 - Miofibroblasto tipico observado na lamina prépria do pélipo nasal (seta
preta). Células vermelhas agrupadas ao redor dos vasos sangiiineos e
glandulas ndo foram consideradas positivas (seta branca) (microscopia
Optica - x400)

Figura 2 - Reacao de imunoistoquimica demonstrando células coradas positivamente
para proteina catibnica eosinofilica e o campo para contagem de
eosindfilos (microscopia 6ptica - x200)
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3.2.6 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando testes
parameétricos e ndo paramétricos, de acordo com a natureza e distribuicdo
dos dados (Byrne 1997, Doria 1999). Foram considerados significativos
valores de p menores que 0,05. Foi utilizado o programa de estatistica
“SPSS 11.0 for Windows"™*®, executado em um computador®.

O teste t de Student foi utilizado para comparar a idade de grupos nao
emparelhados, com distribuicdo gaussiana.

O teste qui-quadrado foi utilizado para comparar dados nominais, de
grupos nao emparelhados como o sexo, presenca ou auséncia de asma,
intolerancia ao AAS e proporcdes. O teste de Fischer foi utilizado para
comparacao de dados cujas amostras apresentaram valor esperado inferior
a cinco.

A comparacdo das médias obtidas através do numero de células
positivas (eosindfilos, mastocitos, miofibroblastos e TGF- positiva), foi
realizada utilizando o teste de andlise de variancia (ANOVA), para
comparacao entre o grupo asmatico, ndo asmatico e controle, visto que os
dados sdo continuos e apresentaram distribuicdo gaussiana.

Para o estudo da associacao entre as variaveis continuas (nimero de
eosindfilos, mastocitos, miofibroblastos e células TGF- positivas), de

distribuicdo ndo gaussiana foi utilizado o teste de correlagéo de Spearman.

* SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA
'® Toshiba Satellite PS183-Z - Toshiba Corporation
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4.1 |dade e Sexo

A faixa etéria dos pacientes variou de 14 a 80 anos, com média de 48
anos e desvio padrdo de + 12,2 anos. A distribuicdo da média, desvio
padrdo e amplitude da idade no grupo asméatico e ndo-asmatico podem ser

observados na Tabela 1 e Gréafico 1.

Tabela 1 - Distribuicdo da média e desvio padréo da idade nos grupos
asmaticos e nao-asmaticos

Asmaticos Nao-asmaticos
Grupos
(n=56) (n=22)
Idade (anos)
46,7 +11,1 51,2+ 14,5

Média + dp

dp = desvio padrao
Teste t de Student: Ndo houve diferenca estatisticamente significante (p< 0,05)
entre o grupo asmatico e ndo-asmatico
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Gréfico 1 - Distribuicdo do numero de pacientes quanto a idade no
grupo asmatico e ndo asmatico

25+

20+

15+

10+

NUmero de casos

0-20 21-30 31-40 41 - 50 > 50

Idade (anos)

O N&o-asméatico B Asmatico

Em relagdo ao sexo, considerando todos os casos estudados, houve
prevaléncia de PN nos asmaticos e no sexo masculino. Analisando
separadamente 0s grupos, a propor¢do masculino/feminino no grupo
asmatico foi de 1,9, enquanto que no grupo nao-asmatico, 4,5 (Tabela 2 e

Graéfico 2). Os dados referentes a idade e sexo encontram-se no Anexo C.

Tabela 2 - Distribuicdo do sexo dos pacientes com PN nos grupos
asmaticos e nao-asmaticos

Asmaéticos N&o-asmaticos
Masculino 37 (66, 1%) 18 (81, 8%)
Feminino 19 (33, 9%) 4 (18, 2%)
Total 56 22

Teste Qui-quadrado: Ndo houve diferenca estatisticamente significante (p> 0,05)
entre os grupos

A razdo masculino/feminino no grupo de asmaticos foi de 1,9, enquanto que
no grupo de ndo-asmaéticos, a razdo foi de 4,5.
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Gréfico 2 - Distribuicdo dos pacientes com PN em relacdo ao sexo e
presenca ou nao de asma

Masculino

N&o asmatico
33%

Asmatico
67%

Feminino

N&o asmatico
17%

Asmatico
83%

A distribuicdo dos pacientes com polipose nasal em relacdo ao sexo e
presenca ou auséncia de asma, mostra que a asma é prevalente em ambos
0s sexos. No entanto o sexo feminino, apesar de ndo apresentar diferenca
estatistica (p > 0,05), existe maior porcentagem de asmaéaticos (83%) em

relacdo ao sexo masculino (67%).
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4.2 Asma e Intolerancia ao Acido Acetil Salicilico

Quando comparamos a propor¢cdo masculino/feminino por grupo,
observamos que (Tabela 3 e Gréfico 3):
- No grupo com intolerancia ao AAS houve a menor proporgao.

- No grupo ndo-asmatico, houve a maior proporcao.

Tabela 3 - Distribuicdo do sexo e proporg¢cao masculino/feminino nos
grupos com intolerancia ao AAS, asmaticos e néo

asmaticos
Grupos Intolerancia ao AAS Asmaéticos Nao-asmaticos
Masculino 9 28 18
Feminino 6 13 4

Proporcgéo

. L 1,5 2,1 4.5
Masculino/feminino

Teste Qui-quadrado: Nao houve diferenca estatisticamente significante (p> 0,05)
entre 0s grupos

Grafico 3- Distribuicdo da prevaléncia de intolerancia ao AAS e asma

por sexo
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5 9 (60%) —
0

Int. AAS Asmatico N&o-Asmatcio
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4.3 Imunoistoquimica

Os resultados das contagens das células positivas (eosindfilos,
mastocitos, miofibroblastos e células TGF-3) no exame imunoistoquimico
estdo na Tabela 4 e Grafico 4. O numero de eosindfilos (Figura 3),
miofibroblastos e células TGF-B positivas, apresentaram média
significantemente maior no grupo dos asmaticos em comparacdo com 0S
ndo-asmaticos, enquanto que a média do numero de mastdcitos (Figura 4)
ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos. Em relacdo ao grupo
controle, houve diferenca significante em todos os grupos. Os dados

referentes a imunoistoquimica encontram-se no anexo D.

Tabela4 - Distribuicdo da média e desvio padrao dos mastocitos,
eosinofilos, miofibroblastos e células coradas
positivamente para TGF-3, nos grupos asmaticos e nao-
asmaticos e controle

Grupos Asmaticos Nao-asmaticos Controle
P n =56 n=22 n=8
Mastoécitos 13,33 +5,7 12,37 +4,7 582*+1,9
Eosino6filos 55,27* + 34,7 21,70 +27,9 1,46 *+ 3,0
Miofibroblastos 24,74* + 13,7 13,11*+ 7,8 407*+1,5
Células TGF-R + 37,83*+ 29,5 13,60* + 10,3 2,13*+1,8

NOTA: + dp — desvio padréo
* estatisticamente significante (p<0,05)
Teste estatistico utilizado: ANOVA
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Gréfico 4 - Distribuicdo dos valores médios dos mastocitos (A),
eosinofilos (B), miofibroblastos (C), e células TGF-B (D)
positivas nos grupo asmaticos, ndo asmaticos e controle
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Figura 3 - Distribuicdo de eosinéfilos (proteina catidnica eosinofilica) no pdlipo nasal
de individuos com asma (A) e sem asma (B). (microscopia 6ptica aumento
x400)
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Figura 4 - Distribuicdo de mastocitos (anticorpo anti-triptase humana) no pélipo nasal
de individuos com asma (A) e sem asma (B) (microscopia 6ptica aumento
x200)
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Os resultados da contagem de mastécitos, eosindfilos, miofibroblastos
e células TGF-B positivas nos grupos asmatico e com intoleréncia ao AAS

estdo na Tabela 5.

Tabela5- Distribuicdo da média e desvio padrao dos mastocitos,
eosinéfilos, miofibroblastos e células TGF-B positivas, nos
grupo asmatico e com intolerancia ao AAS

Asmaético
Semlerines Com pioleranees
Mastocitos 14,8*+ 5,7 9,1*+ 25
Eosindfilos 51,7+ 32,1 61,2 + 42,8
Miofibroblastos 28,3*+11,4 15,5% + 15,3
Células TGF-B + 38,7+ 32,6 35,4 +19,2

NOTA: dp — desvio padréo
* estatisticamente significante (p<0,05)
Teste estatistico utilizado: ANOVA

A andlise do numero de mastécitos, eosindfilos, miofibroblastos,
células TGF- positivas e presenca ou auséncia de asma, para o teste de
correlacdo de Spearman estdo na Tabela 6. Observa-se o valor de maior
correlacao entre eosnindfilos e células TGF- 3 positivas. A Figura 5 mostra

distribuicdo semelhante dos eosnindfilos e células TGF- 3 positivas.
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Figura 5 - Distribuicdo semelhante de eosindfilos (A) e células TGF- 3 positivas (B) no
polipo nasal. (microscopia 6ptica aumento x200)
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A associacao clinico-epidemiolégica encontrada na PN com a asma e
as semelhancas histolégicas, celulares e moleculares descritas em ambas
as doencas sugerem o envolvimento de um processo inflamatério comum,
gue pode ser mantido e amplificado por mecanismos inter-relacionados.

Discutiremos as correlagfes clinicas existentes entre a polipose nasal
e asma, bem como as semelhancas e diferencas celulares observadas na

imunoistoquimica.

5.1 ldade

A faixa etéria dos pacientes variou de 14 a 80 anos, com média de 48
anos e desvio padrdo de + 12,2 anos. Dados semelhantes foram
encontrados no estudo de Rugina et al. (2002), em 224 pacientes com PN a
idade variou de 14 a 73 anos com média de 46 anos.

No estudo de incidéncia realizado por Larsen e Tos (2002) na
populacdo da Dinamarca, observou-se que no grupo etario de 50 a 59 anos
a incidéncia de PN (1,68/100.000 habitantes/ano) foi significativamente

maior que na populacéo geral (0,86/100.000 habitantes/ano). No presente
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estudo, observa-se que a prevaléncia da PN foi mais alta na faixa etaria
acima dos 50 anos.

Comparando a idade dos pacientes com PN e asma e dos pacientes
sem asma, nao encontramos diferenca significante. Enquanto a idade média
no grupo dos asmaticos foi de 46,7 anos, no grupo dos ndo-asméticos foi de
51,2 anos.

Segundo a associacdo da PN com a asma, observamos tanto nos
asmaticos como nos ndo-asmaticos predominio da faixa etaria acima dos 50
anos (Grafico 1). Ja no grupo abaixo de 20 anos encontramos apenas um
caso de PN (grupo nao-asmatico), esse achado € concordante com 0s
dados da literatura, de baixa prevaléncia de PN nas duas primeiras décadas
de vida (Rugina et al. 2002, Johansson et al. 2003).

Estudos epidemiol6gicos sobre asma (Sunyer et al. 1997; Peat et al.
1994) mostram que a doenca atinge todas as faixas etérias, e ao contrario
da PN, a incidéncia e prevaléncia da doenca é maior na infancia do que na
idade adulta.

O fato de a PN ser rara na infancia (com excecdo dos pacientes com
fibrose cistica) e da asma ser mais freqliente nesse grupo etario € um dado
epidemioldgico que a priori contradiz, pelo menos na infancia, a associagao
da PN com a asma. Pois, se a asma € um fator de risco para PN haveria
maior incidéncia e prevaléncia de PN na infancia.

Uma possivel explicacdo para esse fato esta na existéncia de faixas
etarias distintas, de acordo com o tipo de asma. Pois, a asma extrinseca ou

alérgica, inicialmente descrita por Rackemann em 1947 apud Romanet-
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Manent et al. (2002), refere-se ao quando clinico de asma desencadeada
por inalagdo de alérgenos. Enquanto a asma intrinseca ou né&o-alérgica
refere-se aos casos de pacientes asmaticos com teste cutaneo negativo
para alérgenos inalantes.

Apesar de semelhancas imunolégicas, epidemiologicamente a asma
alérgica difere da asma nao-alérgica. A prevaléncia da asma nao-alérgica
varia de 10 a 33% dos casos de asma, a idade de inicio dos sintomas é mais
tardia, por volta dos 47 anos, apresenta predominancia no sexo feminino e
esta associada a polipose nasal (Boushey et al.2000).

E interessante notar que a asma nao-alérgica é o tipo observado
com maior freqiiéncia na PN (Settipane et al.1997; Grigoreas et al. 2002).
E nesse sentido, observamos que a idade dos individuos com asma nao-
alérgica encontrada na literatura é de 40 anos (Yasruel et al. 1997; Gern;
Busse 2000; Romanet-Manent et al. 2002; Novak; Bieber 2003), sendo
semelhante a idade encontrada na polipose nasal.

Portanto, considerando o tipo de asma, podemos dizer que a PN esta
relacionada principalmente com a asma nao-alérgica quando comparada com a
asma alérgica. (Settipane et al. 1997). No presente estudo, néo foi identificado
se a asma dos pacientes era do tipo alérgica ou nao alérgica, mas pela faixa
etéria, sugere-se que haja predominancia de pacientes com asma néao alérgica.

No estudo de Romanet-Manent et al. (2002) a primeira crise de asma
ocorreu, por volta dos 15 e 32 anos, na asma alérgica e nao-alérgica,
respectivamente. Cabe destacar que a prevaléncia da asma alérgica tem

predominio nas duas primeiras décadas de vida, enquanto que a asma nao-
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alérgica acomete a faixa etaria entre 30 a 40 anos, isso pode nos levar a
supor que os asmaticos estudados sdo na grande maioria do tipo nao-
alérgico. Isto é, a polipose nasal, raramente acomete individuos na faixa
etaria de 0 a 15 anos (periodo predominante da asma alérgica), pelo
contrario o pico de incidéncia da polipose nasal ocorre na faixa etaria acima
dos 30 anos (periodo coincidente com a asma nao-alérgica) (Settipane et al.
1997, Grigoreas et al. 2002).

Segundo Drake-Lee (1987) apud Kramer, Rasp (1999) raca e classe
social parecem ndo influenciar na incidéncia da PN, permitindo assim a

comparacao entre os dados obtidos com os da literatura.

5.2 Sexo

Do total de 78 pacientes estudados, 55 (70,5%) foram do sexo
masculino. Esse resultado esta de acordo com aqueles encontrados na
literatura, com predominio do sexo masculino (Moloney 1977, Voegels 1998,
2001 e 2002, Larsen e Tos 2002, Rugina et al. 2002, Johansson 2003).

Analisando separadamente o grupo asmatico e ndo-asmatico, encontramos
predomino do sexo masculino em ambos os grupos (Tabela 2 e Gréafico 2).
Porém, ao analisarmos a proporcdo masculino/feminino, observamos que no
grupo asmatico a proporcao foi de 1,9 enquanto no grupo ndo-asmatico de 4,5.

Na meta-analise realizada por Larsen (1996), a proporcao
masculino/feminino também € maior nos grupos com menor prevaléncia de

asma. Nos pacientes do sexo masculino com PN a prevaléncia da asma
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girou em torno de 21%, enquanto a prevaléncia no sexo feminino foi de 37%.
Isto é, a prevaléncia da asma foi quase duas vezes maior em pacientes
femininos com PN. Segundo o autor, o sexo feminino com PN apresenta
maior tendéncia a desenvolver asma que 0 sexo masculino.

Rugina et al. (2002) encontraram predominancia da PN no sexo
masculino (62,9%). Entretanto, o sexo feminino esteve associado a maior
prevaléncia de asma e maior gravidade da PN avaliada pela endoscopia nasal.

Esse fato também foi observado em nossa casuistica, o que evidencia
gue a possibilidade de um paciente asméatico desenvolver PN é maior no

sexo feminino quando comparado com 0 sexo masculino.

5.3 Intolerancia ao Acido Acetil Salicilico

Individuos com intolerdncia ao AAS e com PN mostram
caracteristicas bastante semelhantes: ambos apresentam eosinofilia sérica,
aumentam em frequéncia com a idade, ndo sdo mediadas pela IgE e estao
relacionadas com a asma nao-alérgica (Settipane et al 1997).

Jantti-Alanko et al. (1989) estudaram a recorréncia da polipose nasal
e observaram risco maior de recorréncia nos pacientes com intolerancia aos
salicilatos e maior necessidade de utilizacdo de corticosterdides topicos
guando comparado com pacientes sem intolerancia. A asma e intolerancia
ao AAS estiveram presentes em 91% dos individuos com PN. Em nosso
estudo, todos os pacientes com intolerancia ao AAS apresentaram asma e

PN, compondo a triade completa descrita por Widal em 1922.
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Em nossa casuistica, 19,2% (15/78) dos pacientes com PN
manifestaram intolerdncia ao AAS, este dado estd de acordo com as
porcentagens de individuos com PN e intolerdncia ao AAS descritas na
literatura, que varia em torno de 3 a 35% (Delaney 1976, Drake-Lee et al.
1984, Braun et al. 1992, Schaitkin et al. 1993, Hoseman 2000, Becker 2001).

Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica, encontramos a menor
proporcao masculino/feminino nos individuos com PN e intolerancia ao AAS
guando comparado com 0 grupo asmatico e ndo-asmatico (Tabela 3 e
Grafico 3). Esse dado é semelhante ao estudo de Larsen (1996) que
observa entre os intolerantes ao AAS, maior predominio no sexo feminino e

maior gravidade da PN.

5.4 Imunoistoquimica

Acredita-se que o processo inflamatorio na mucosa nasossinusal seja o
fator central na fisopatogenia da PN. O infiltrado celular inflamatério no pélipo
nasal é constituido principalmente por eosindéfilos, mastdcitos, linfocitos,
neutréfilos e plasmacitos. (Pawankar 2003, Hamilos 1996, Fokkens et al 1990,
Kawabori et al. 1992). Esse tipo de infiltrado celular € muito semelhante ao
encontrados na mucosa de vias aéreas inferiores de asmaticos, 0 que sugere o
envolvimento de mecanismos fisiopatogénicos semelhantes na asma e na PN
(Djukanovic et al. 1990, Lamblin et al.1999, Gaga et al. 2000).

Além da semelhanca do infiltrado celular, estudos epidemiol6gicos

mostram forte associacdo da PN com a asma, e a observacdo de que
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pacientes com PN e asma apresentam maior gravidade e recorréncia no poés-
operatorio (English et al. 1987, Kennedy 1992, Schaiktin et al. 1993, Larsen e
Tos 1997, Wynn e Har-El 2004) sugere que o infiltrado de células inflamatérias
na PN seja mais intenso quando existe a associagdo com a asma.

A imunoistoquimica utiliza anticorpos monoclonais que reagem com o
antigeno a ser estudado e permite a identificacdo especifica do agente ou
das células pertinentes. A vantagem desse método € que permite identificar
de forma precisa e especifica a célula a ser estudada e o local onde se
encontra. Porém, em virtude da auséncia de uniformidade e da grande
variacdo da densidade tecidual do pdlipo nasal, uma dificuldade encontrada
nesse meétodo € de quantificar os resultados. Para minimizar essa auséncia
de uniformidade, utilizamos a média de dez campos microscopicos,
distribuidos aleatoriamente ao longo da lamina propria do pélipo nasal.

A imunoistoquimica € um método de facil utilizacdo que apresenta
como vantagem a identificacdo precisa do antigeno, através da utilizacéo de
anticorpos monoclonais. Seu uso permitiu identificar com precisao
eosinodfilos, mastocitos, miofibroblastos e células TGF-R positiva. O TGF-3 é
uma citocina, cuja quantificacdo pode ser realizada pelo método de ensaio
imunoenzimético (ELISA), que mede a concentracdo da citocina no tecido ou
nas secrecdes. Porém como também € possivel identificar as células que
contém o TGF-R no tecido (Barral-Netto et al. 1992; Vignola et al. 1997;
Wang et al. 1997; Morishima et al. 2001) utilizando a imunoistoquimica,
optamos por utilizar tal método para uniformizar a metodologia para todos os

antigenos utilizados.
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Como alguns autores (Fokkens et al. 1990, Hamilos et al. 1999;
Braunstahl et al. 2000, Bhattacharyya et al. 2001), optamos por quantificar
as células positivas por campo, tomando como referéncia a membrana basal

do epitélio e pelo menos 1 mm de profundidade na lamina prépria.

5.4.1 Eosino6filos

Os eosindfilos sdo granulécitos derivados da medula 6éssea,
abundantes nos infiltrados inflamatérios das reacdes de fase tardia e
contribuem em varios processos patoldégicos nas doencas alérgicas. Os
eosindfilos estdo normalmente presentes nos tecidos periféricos, em
especial nos revestimentos mucosos, nos tratos respiratérios, gastro-
intestinal e génito-urinario (Abbas et al. 2003). Possuem no seu interior
hidrolases e proteinas eosinéfilos-especifica, como a proteina catiénica
eosinofilica e proteina basica principal. Utilizamos a imunoistoquimica para
identificacdo dos eosindéfilos no polipo nasal e como anticorpo monoclonal
optamos pelo anti-EG2, marcador especifico da proteina catibnica
eosinofilica, presente no eosindfilo (Tai et al. 1984a, 1984b).

O numero de eosindfilos no pdlipo nasal de individuos asmaticos foi
estatisticamente maior quando comparado com o polipo nasal de nédo
asmaticos. Esse resultado é concordante com a maioria dos estudos que
mostram correlacdo da eosinofilia no pdlipo e mucosa nasal com a presenca
de asma (Harlin et al. 1988, Baroody et al. 1995; Krajina e Zirdum 1987,
Ponikau et al. 2003). O Unico estudo que mostrou discordancia foi o de Park

et al. (1998) que utilizando imunoistoquimica, encontraram namero
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aumentado de eosindéfilos no polipo nasal de individuos com asma e
intolerancia a aspirina, porém, nao houve diferenca estatistica quando
comparado com o pélipo de individuos ndo asmaticos.

Ao analisarmos o grupo de asmaticos com tolerancia e intolerantes ao
AAS, ndo observamos diferenca estatistica entre os grupos (tabela 5). Esse
resultado é concordante com os estudos de Park et al. (1998), que
demonstraram abundantes eosindéfilos no pélipo nasal de pacientes com
intolerancia ao AAS, porém sem diferenca estatistica de seu nimero em
relacdo ao grupo controle. Seria esperado que o nimero de eosinofilos nos
asmaticos fosse maior no grupo com intolerdncia ao AAS, visto que a
intolerancia ao AAS representa um estado mais “avancado”.

Lamblin et al. (1999) observaram que os pacientes com PN
apresentando hiperreatividade bronquica apresentaram eosinofilia pulmonar
semelhante a observada em pacientes com asma. Gaga et al. (2000)
relataram que a mucosa nasal de individuos asméaticos apresentou namero
maior de eosindéfilos quando comparado com a mucosa nhasal de individuos
sadios.

Ponikau et al. (2003) demonstraram caracteristicas histopatologicas
da asma como o infiltrado eosinofilico e remodelamento também estdo
presentes na rinossinusite crénica e polipose nasal. Esses achados sugerem
a coexisténcia de ambas as doencas, com envolvimento do mesmo
processo patolégico.

No estudo imunoistoquimico de nossa casuistica, ndo houve diferenca

gualitativa dos eosindfilos entre asmaticos e ndo-asmaticos, visto que
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observamos a presenca de eosinéfilos em todos os polipos nasais
estudados. Esse resultado também foi relatado por Larsen e Tos (1997), que
observou a presenca de eosindfilos em praticamente todos os poélipos
nasais. Porém, quantitativamente, de acordo com a presenca ou nado de
asma, o numero de eosindfilos no pélipo nasal, foi maior nos individuos com
asma quando comparado com a PN sem asma. Pelas diversas evidéncias
gue sugerem fisiopatogenia semelhante (Harlin et al. 1988, Newman et al.
1994, Jordana e Dolovich 1997, Bachert et al. 1997, Mygind et al. 2000, ten
Brinke et al. 2002), a presenga da asma na PN determinou maior quantidade
de eosinofilos no polipo nasal.

A comparacao dos resultados do presente trabalho, com os estudos
histologicos do tecido pulmonar asmatico da literatura, mostra que o0s
achados caracteristicos da asma sdo qualitativamente similares nos quadros
leve, moderado e severo. (Jeffery et al. 1989, Wardlaw et al. 1988, Kay
1996, Boushey et al. 2000). Em relacdo a quantificacdo dos eosindfilos,
existem evidéncias que o numero de eosindfilos no tecido pulmonar e na
secrecdo brdonquica € maior nos quadros mais severos (Bousquet et al.
1990, Djukanovic et al. 1990).

Considerando que a associacdo da asma com a PN torna a ultima
mais severa, e baseada no fato de que quadros mais severos estédo
relacionados com maior nimero de eosindfilos, o resultado do presente
estudo confirma essa hip6tese, demonstrando maior quantidade de
eosindfilos no pdélipo nasal associado a asma quando comparado com o PN

sem essa associacao.
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5.4.2 Mastoécitos

Os mastdcitos séo células derivadas da medula éssea, possuem no seu
interior granulos contendo histamina, heparina, sulfato de condroitina e
proteases como a triptase e quimase. Sao ativados pela ligacdo cruzada entre
duas moléculas de IgE, ligadas a receptores na superficie de mastdcitos por
alérgenos especificos. Sua ativacao resulta na liberacdo do conteddo pré-
formado dos granulos. Porém, mecanismos ndo mediados pela IgE podem
também ativar os mastdcitos, causando sua degranulacao (Abbas et al. 2003).

A triptase é exclusiva dos mastécitos e por esse motivo que utilizamos
o anticorpo monoclonal AA1 que marca a triptase presente nos mastocitos
(Djukanovic et al. 1990, Wallls et al. 1990a, 1990b e 1991).

No presente estudo, a quantidade de mastécitos encontrada no pélipo
nasal de individuos asmaticos e nao asmaticos ndo apresentou diferenca
estatistica.

Nos individuos asméaticos encontramos em media 13,33 + 5,70 células
por campo e nos nao-asmaticos 12,37 + 4,77 células por campo. No grupo
controle o nimero de mastdcitos foi de 5,82 £ 1,9 células por campo.

Os resultados de nossa casuistica sdo semelhantes aos descritos por
Park et al. (1998). Os autores ndao encontraram diferenca estatistica no
namero de mastdcitos do polipo nasal de individuos com intolerancia ao
AAS, polipo nasal associado a alergia e polipo nasal sem associacdo com
alergia. Nesse estudo, os autores sugerem que 0s mastécitos podem ser
responsaveis pela resposta inflamatoria na PN, independentemente de sua

associagao com a intolerancia ao AAS.
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Na literatura encontramos dados discordantes quanto ao nimero de
mastocitos no polipo nasal de individuos asméaticos e ndo asmaticos, a
maioria dos dados mostra maior nimero de mastocitos quando existe
associacdo com a asma (Rhuno et al. 1990; Jankowski et al. 1989;
Yamashita et al. 1989; Park et al. 1998; Loesel 2001; Nasser et al. 1996;
Kowalski et al. 2002).

Em nosso estudo, todos os pélipos apresentaram mastécitos triptase
positivos na lamina prépria. Em relacdo ao grupo controle, tanto o pdélipo
nasal de individuos asmaticos como o pélipo nasal de nao-asmaticos
mostraram maior nimero de mastécitos. Esse € um dado semelhante ao
encontrado por Rhuno et al. (1990), isto €, no pdlipo nasal,
independentemente da presenca ou ndo de asma, o nimero de mastocitos é
maior que na mucosa nasal normal.

No tecido pulmonar, também existem controvérsias, porém a maioria
dos dados da literatura mostra numero maior de mastocitos no tecido
pulmonar de asmaticos em relacdo aos individuos ndo asmaticos
(Wasserman 1994; Santos 2001). Por compartilharem caracteristicas
histologicas semelhantes, seria esperado que o pélipo nasal de individuos
asmaticos apresentasse maior quantidade de mastdcitos que o polipo nasal
de ndo asmaticos.

Brightling et al. (2002) demonstraram que a localizacdo dos
mastocitos ao redor da musculatura lisa bronquica estd associada a
obstrucéo da via aérea encontrada na asma. Esse estudo chama a atencao

para a importancia da localizacdo do mastécito préximo a musculatura lisa
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para a manifestacdo da asma. De forma semelhante, os estudos de Sasaki
(1986) e Sun (1991), chamam a atenc¢do para a localizacdo dos mastocitos,
e demonstraram que no pediculo do pdlipo nasal, existe maior nimero de
mastocitos, como também, maior nimero de células degranuladas em
relacdo ao apice e corpo.

Kawabori et al. (1992) demonstraram que o0 estado de
ativagdo/degranulacdo dos mastocitos no estroma é estatisticamente maior
gue no epitélio. Sugerem que micro ambientes distintos sdo responsaveis
por afetar os mastécitos nesses locais. No pélipo nasal, a micro localizacéo
do mastdécito ao redor de seu pediculo esta relacionada com maior acumulo
celular e nimero de células degranuladas.

Finotto et al. (1994) também sugerem que exista heterogeneidade
funcional e diferenca de mediadores nas subpopulacdes de mastocitos, ao
observarem que o0s mastocitos localizados no estroma do pélipo nasal
apresentaram maior quantidade de triptase quando comparado com O0s
mastdécitos da camada epitelial.

Com base nesses estudos, os mastocitos dos pacientes com PN e
asma, podem apresentar atividade celular aumentada e micro localizagoes
distintas dos mastécitos de um po6lipo nasal sem associacdo com a asma.
Essa hipotese poderia ser uma das razbes para explicar 0 numero
semelhante de mastécitos nos dois grupos estudados e a maior gravidade e
recorréncia da PN associada a asma. Ou seja, apesar de quantitativamente
semelhantes, a atividade e localizacdo dos mastdcitos podem ser distintas,

causando manifestacdes clinicas distintas.
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Pela dificuldade de delimitar as diversas regides do pdlipo (pediculo,
corpo, ou apice) nao foi possivel estudar a distribuicdo do mastdcito na
presente casuistica. A metodologia utilizada permitiu obter apenas a
guantidade de células positivas por campo e ndo a sua localizacao e estado

de atividade celular.

5.4.3 Miofibroblastos e células TGF-3 positivas

Os miofibroblastos sao fibroblastos ativados que possuem no seu
interior fibras de musculatura lisa compostos de actina a. Sado derivados dos
fibroblastos que sdo ativados pelo TGF-R, citocina de composicao protéica
de de 25 — kD de peso molecular (Barnard et al. 1990) células, entre elas
eosindfilos, linfécitos, macréfagos, células epiteliais e fibroblastos (Elovic et al.
1994; Ohno et al. 1992). Utilizamos anticorpo monoclonal anti-SMA que
marca especificamente células que contém a musculatura lisa actina a e
permite identificar os miofibroblastos (Skalli et al. 1986). E o anticorpo
monoclonal anti-TGF R que identifica as células que contém o TGF-R.
(Barral-Netto et al. 1992; Vignola et al. 1997).

Tanto os miofibroblastos como as células TGF-3 positivas estiveram
aumentadas no pélipo nasal de individuos asmaticos quando comparados
com os ndo asmaticos e controles. O numero de miofibroblastos observados
no polipo nasal do grupo de asmaticos com intolerancia ao AAS foi menor
gue grupo de asmaticos tolerantes ao AAS (Tabela 5).

Os miofibroblastos descritos por Wang et al. (1997) estiveram

aumentados no pélipo nasal e raramente encontrados na mucosa nasal. O
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presente estudo também mostrou nimero aumentado de miofibroblastos no
poélipo nasal quando comparado com a mucosa normal. Ao quantificamos os
miofibroblastos no podlipo nasal segundo a associacdo com a asma,
observamos que o numero de miofibroblastos no grupo de asmaticos foi
estatisticamente maior quando comparado com o0 grupo nao-asmatico.

N&o encontramos na literatura estudos especificos a respeito da
quantificagdo dos miofibroblastos na PN associada com a asma. Porém, o
fato da PN compartilhar caracteristicas histologicas, celulares e moleculares
com a asma, permite supor que estudos sobre miofibroblastos no tecido
pulmonar de asmaéticos, possam contribuir na comparacdo e analise dos
resultados observados em nossa casuistica.

Varios estudos no tecido pulmonar de asméaticos descrevem o aumento
de miofibroblastos e sua intima relagcdo com a presenca do TGF-R. Gizycki et
al. (1997) encontraram numero estatisticamente aumentado de miofibroblastos
na mucosa brénquica de individuos asmaticos quando comparado com
individuos ndo asmaticos. Vignola et al. (1997), observaram que o TGF-R3, é
sintetizado pelos eosindfilos e miofibroblastos presentes na mucosa brénquica
dos individuos asméticos. Hashimoto et al. (2001) observaram que o TGF-R 1 é
capaz de induzir a modulacao fenotipica de fibroblastos para miofibroblastos.
Morishima et al. (2001) demonstraram que o TGF- induz a formagao de
miofibroblastos que por sua vez irdo sintetizar colageno.

A associagdo da PN com a asma demonstrou um aumento de
miofibroblastos e células TGF-3 positiva quando comparada com a PN sem

associacdo com a asma. A comparacao desse resultado, com o fato dos
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miofibroblastos serem responsaveis pela producdo de colageno, matriz
extracelular e remodelamento na asma, sugere que 0 maior niumero de
miofibroblastos no pdlipo nasal de asmaticos, possa estar envolvido na sua

formacéo, gravidade e maior nUmero de recorréncia.

5.4.4 Correlacéo da contagem células com a presenca de asma

A correlacdo de Spearman descreve a associacdo de duas variaveis
ndo-paramétricas, ndo faz julgamento se uma é causa ou consequéncia da
outra. E utilizada para estudar qu&o consistentemente duas variaveis mudam
em conjunto (Doria Filho, 1999)

Ao correlacionarmos mastocitos, eosindéfilos, miofibroblastos, células
TGF-3 positiva e presenca de asma (Tabela 6), observamos que o
miofibroblasto foi a Unica variavel que esteve correlacionada com todas as
outras variaveis.

A correlacdo do miofibroblasto com a presenca de asma, com o
eosinofilo e células TGF-B positivas ja era esperada pelo aumento de todas
essas células no grupo de pacientes asmaticos, e por compartilharem
fisiopatogenia semelhantes. A observacdo dessa correlacdo sugere que a
presenca da asma esta relacionada com um aumento de eosinofilos, que é
uma das principais fontes de TGF-[3, que ao estimular a transformacao
fenotipica de fibroblastos para miofibroblastos, aumenta essas células no
polipo nasal.

Porém, o mastdcito foi a Unica variavel que ndo mostrou correlacao

com a presenca de asma, eosinofilos e células TGF-3 positivas. O fato
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interessante foi a correlagcdo do mastécito com o miofibroblasto. Esse dado
chama a atencdo para a existéncia de uma possivel interacdo entre
mastdécitos e miofibroblastos.

Aqui encontramos um gancho para futuras pesquisas baseados nas
interagOes descritas entre mastocitos e células da musculatura na via aérea
de asmaticos (Page et al. 2001).

A asma e a bronquite eosinofilica apresentam infiltrado inflamatorio
semelhante. Apesar da inflamagé&o eosinofilica ser a caracteristica principal
da asma, a presenca dos eosinéfilos parece ndo estar relacionada com a
disfuncao da via aérea. Pois como demonstrado por Gibson et al. (1989) e
Brightling et al. (1999, 2000) pacientes com bronquite eosinofilica, néo
apresentam obstrucdo da via aérea e possuem o0 mesmo grau de eosinofilia
de vias aéreas que 0s pacientes asmaticos. A partir dessa observacdo
Brigthling et al. (2002) demonstraram que a Unica diferenca imunopatolégica
encontrada na asma e na bronquite eosinofilica, foi a presenca de
mastocitos permeando a musculatura lisa da mucosa brénquica de
asmaticos, enquanto que, nos pacientes com bronquite eosinofilica e
controle normais, ndo foram encontrados mastécitos préximo a musculatura
lisa.

Esse achado levanta a hipétese que a disfuncao da via aérea na
asma seja decorrente de uma “miosite da musculatura lisa” causada por
mastocitos. Com isso, 0s autores especulam que a interacdo entre
mastocitos e células da musculatura lisa seja um elemento chave na

fisopatogenia da asma (Brightling et al. 2003).
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Ao compararmos esses dados com os resultados do presente estudo,
podemos supor que a correlacdo entre mastécitos e miofibroblastos
encontrada na PN, seja reflexo da interac&o celular envolvendo mecanismos
semelhantes ao da “miosite da musculatura lisa”, observada no tecido
pulmonar de asmaticos.

Fazendo uma analogia dos mastécitos na asma, em que sua micro
localizacdo ao redor das células da musculatura lisa dos broénquios
desempenha um fator chave na fisiopatologia respiratéria provocando
broncoconstricdo (Brightling et al. 2003). Na PN os mastécitos pela micro
localizagdo na profundeza do estroma ( Pawliczak et al. 1997, Finotto et al.
1994, Kawabori et al. 1992, Drake-Lee e Price 1997, Sasaki 1986) vao de
forma direta, induzir a inflamacao eosinofilica através da liberacdo de varios
mediadores inflamatérios (Pawankar 2003, Di Lorenzo et al. 2001), ou
indiretamente, através da ativacdo de células estruturais (fibroblastos e
miofibroblastos) contribuindo para a formacdo e progressdo dos polipos
nasais.

Ou seja, supomos que de acordo com sua micro localizacdo o
mastdcito ird provocar uma reagao principal:

- No pulm&o asmético ha predominio de mastdcitos na musculatura
lisa brénquica, sua ativacdo e degranulacdo estdo relacionadas com a
broncoconstric¢éo.

- No pdlipo nasal ha predominio de mastdcitos na porcéo profunda da
mucosa (local com fibroblastos e miofibroblastos), sua ativacdo esta

relacionada com a formacao de edema e desenvolvimento do pélipo.
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5.5 Consideracdes Finais

A andlise dos resultados mostrou que inflamacao eosinofilica foi o
denominador comum entre a PN e asma. Porém, apesar dos eosindfilos
estarem presentes em todos os poélipos, nem todos os pacientes com PN
apresentaram asma.

A associacdo com a asma foi responsavel pelo maior nimero de
eosindfilos, miofibroblastos e células TGF-3 positiva no pélipo nasal, quando
comparado com o pdlipo nasal sem associacdo com a asma. Porém, em
relacdo ao numero de mastécitos, a associacdo da PN com a asma nao
representou um fator de diferenca.

A presenca de asma mostrou correlagdo com eosindfilos,
miofibroblastos e células TGF-3 positivas; e ndo mostrou correlacdo com o
namero de mastocitos. Independentemente da presenca de asma, houve
correlacdo entre mastécitos e miofibroblastos.

O miofibroblasto foi o denominador comum na correlagdo com
eosindfilos, mastécitos, células TGF-3 positiva e presenca de asma. Esse
fato sugere que o miofibroblasto, agindo como célula estrutural e
inflamatéria, tenha um papel importante na fisiopatogenia e na interacao

celular do infiltrado inflamatério encontrado na polipose nasal.
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a) Em todos os pdlipos nasais identificou-se eosindfilos, mastocitos,
miofibroblastos e células TGF-I3 positivas independentemente da presenca
ou nao de asma.

b) A quantidade de eosindéfilos, miofibroblastos e células TGF-R3
positivas esteve aumentada no pélipo nasal de individuos asmaticos em
relacao ao polipo nasal de individuos ndao asmaticos.

c) O numero de mastécitos mostrou-se semelhante em todos os
poélipos nasais, independente da presenca ou ndo de asma.

d) Os eosindfilos, miofibroblastos, e células TGF-B positivas
correlacionaram-se com a presenca de asma.

e) Os mastdcitos ndo estiveram correlacionados com a presenca de
asma, eosindfilos e células TGF-RR positivas.

f) O miofibroblasto foi o denominador comum na correlagdo entre

eosindfilos, mastécitos, células TGF-R positivas e presenca de asma.
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Anexo A - Desidratacao e inclusdo em blocos de parafina

As pecas foram lavadas em agua corrente por 15 minutos, seguido de
desidratacdo em quatro cubas contendo alcool absoluto, durante uma hora
cada uma. Em seguida o material foi mergulhado em xilol por duas vezes,
com duracdo de duas horas cada. Realizado a diafanizacdo com mergulho
da amostra em parafina por uma hora. Em parafina nova e limpa, realizou-se

a inclusdo da peca em blocos.
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Anexo B - Coloragdo com hematoxilina e eosina para histologia

A coloracdo com hematoxilia e eosina ocorreu da seguinte maneria:
- hematoxilia férrica de Harris — dois minutos;

- lavagem com agua destilada — cinco minutos;

- eosina — cinco minutos;

- lavagem com agua destilada — cinco minutos;

- montagem com laminula em meio a base de xileno.
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Anexo C - Idade, sexo,presenca ou auséncia de asma

NUumero do INtAAS = 1 Masculino=1
-~ Asma =2 e Idade (anos)
prontuario ~ _ Feminino=2
Nao asma=3

117-4466-9 1 2 30
118-0626 1 1 29
119-2257-5 1 2 49
118-8442-8 1 2 35
119-2423-3 1 1 47
116-6461-4 1 1 46
120-5136-5 1 2 56
120-7161-7 1 2 49
123-0387-9 1 2 58
125-1863-8 1 1 54
126-1614-1 1 1 39
128-7449-3 1 1 55
114-1379-4 2 2 54
114-3724-3 2 1 40
42-8484-4 2 2 52
112-1886-A 2 1 50
115-1915-0 2 2 31
115-4265- 2 1 64
117-1771 2 1 54
117-6935-1 2 1 55
102-9123-7 2 1 44
119-6504-1 2 1 46
119-8386-8 2 1 48
120-6451-3 2 2 37
112-2418-5 2 1 28
65-2918-6 2 2 54
120-8657-6 2 1 50
121-0075-7 2 1 25
121-2077-4 2 2 57
122-0280-0 2 1 42
122-4456 2 1 61
118-6838-4 2 1 47
124-1337-2 2 1 65
116-5570-4 2 2 48
124-6210-1 2 2 51
124-3373-A 2 2 32
124-8785-A 2 1 56
125-1859-A 2 2 58
125-4156-7 2 1 57
79-3022-4 2 1 52

Continua
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Concluséao
NUmerq (_10 Ir,16:[spr\nAaS=_21 Masc_ul_ino_zl Idade (anos)
prontuario ~ _ Feminino=2
Ndo asma =3

125-7827-4 2 2 55
111-6227-9 2 1 30
126-5698-4 2 1 45
103-5319-4 2 1 24
127-5811-6 2 2 36
054-4728 2 1 62
127-7449-9 2 2 53
127-9974-2 2 1 40
129-4510-2 1 1 46
129-9436-7 2 1 60
128-1988-3 3 2 14
129-9887-7 3 1 54
10-1221-5 3 1 42
75-7309-A 2 1 51
117-0381-4 3 2 55
126-6037-A 3 1 56
126-9423-1 3 1 38
127-3014-9 3 1 54
127-3385-7 3 1 61
127-8323-4 2 1 28
128-1987-5 3 2 45
128-6464-1 3 1 60
129-1763-A 3 1 49
128-3170-0 3 1 62
129-8068-8 3 1 80
75-1788-2 3 1 65
129-7578 3 2 36
125-3313-0 3 1 60
125-7076-1 3 1 34
121-3350-7 2 1 27
91-6832-A 3 1 57
126-1426-2 2 1 39
125-5745-5 3 1 59
94-3399-6 3 1 63
125-8911-A 3 1 29
126-4822-1 3 1 54
105-7437-9 1 1 58
118-0224-3 1 1 58
117-4466-9 1 2 30
118-0626 1 1 29
119-2257-5 1 2 49
118-8442-8 1 2 35
119-2423-3 1 1 47
116-6461-4 1 1 46
120-5136-5 1 2 56
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Anexo D - Média do numero de mastoécitos, eosinofilos, miofibroblastos
e células TGF-RB positivas

Numerq (_10 Mastécitos | Eosindfilos | Miofibroblastos | TGF-3 positivas
prontudrio

117-4466-9 7,9 33,1 5,9 12,7
118-0626 6,9 36,5 13,5 30,4
119-2257-5 9,5 33,2 9 41,6
118-8442-8 11 449 2,7 53,7
119-2423-3 7,2 31,9 7,7 27,6
116-6461-4 5,3 23,3 4,1 15,2
120-5136-5 8,7 22,4 3,4 19,3
120-7161-7 9 89,6 4,1 9,3
123-0387-9 12,8 59 2,7 14,3
125-1863-8 11,1 107,9 7 55,8
126-1614-1 7,7 48,3 20,4 37,9
128-7449-3 6,8 84,4 24,9 65,9
114-1379-4 1,8 25,6 14,4 10,9
114-3724-3 2,3 33 16 16,3
42-8484-4 13,6 28,2 16,6 19,1
112-1886-A 7,7 28,6 7,1 19,8
115-1915-0 12,9 35,6 13,5 2,4
115-4265- 14,7 79,6 22,6 22
117-1771 19,9 59 18,7 33,2
117-6935-1 19,3 36,4 28,6 22
102-9123-7 10,9 50,2 20,9 25,3
119-6504-1 17,6 73,8 34,6 91,5
119-8386-8 18,2 19,2 14,8 12,8
120-6451-3 17,5 15,2 22 47,1
112-2418-5 17,5 67 19,7 27,2
65-2918-6 57 56,5 27,1 36,9
120-8657-6 19 42,5 23,2 19,2
121-0075-7 12,7 46,2 25,2 17
121-2077-4 12,1 66,3 17 35,9
122-0280-0 30,7 22,4 19,4 25,7
122-4456 26 102,6 42,9 74,8
118-6838-4 11,6 53,3 59,2 58,3
124-1337-2 10,8 48,2 215 15,6
116-5570-4 26,6 48,7 30,5 44,9
124-6210-1 12 96,4 41,4 51,2
124-3373-A 18,5 2,3 33,9 0
124-8785-A 16,3 25,7 25,3 24,8
125-1859-A 16,9 89,5 31,7 40,9
125-4156-7 13 69,7 50,4 37,4
79-3022-4 19,1 45,1 26,3 18,4
125-7827-4 16,3 50,1 32,3 66,6

Continua
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Concluséo
Numerq (_10 Mastécitos | Eosindfilos | Miofibroblastos | TGF-3 positivas
prontuario
111-6227-9 10,1 153,8 47,4 156
126-5698-4 12,5 0,9 37,7 114
103-5319-4 11,9 43,2 20,4 37,3
127-5811-6 8,4 76,1 28,8 117,7
054-4728 17,4 31,6 33,5 44,8
127-7449-9 18,5 107,3 36,6 56
127-9974-2 18,8 111,4 46,6 45,8
129-4510-2 6,8 82,6 38,6 30,8
129-9436-7 17,6 47 37,9 14,8
128-1988-3 21,1 4,9 32,1 7,7
129-9887-7 16,2 45,9 22,2 15
10-1221-5 12,7 25,1 11,6 13
75-7309-A 10,4 46,2 23,5 35,8
117-0381-4 10,8 16,3 16,2 11,9
126-6037-A 12,7 29,9 12 29,2
126-9423-1 9,5 51,8 2,1 43,6
127-3014-9 21,1 23,9 14,8 24,6
127-3385-7 13,8 9,4 14 12,2
127-8323-4 15,8 8,5 19,2 15,2
128-1987-5 12,9 0 10 11
128-6464-1 13,2 6,1 7,6 5,2
129-1763-A 17,1 22,1 7 13,7
128-3170-0 6,3 13,9 4,7 15,8
129-8068-8 4,3 9,8 4,6 3,5
75-1788-2 6,9 7,6 9,5 9,8
129-7578 4 11,3 5,2 6,7
125-3313-0 15,3 5,2 5,2 4,6
125-7076-1 10,3 3,6 13,6 1
121-3350-7 12,1 62,6 33,4 30,1
91-6832-A 6,7 132 23,4 13
126-1426-2 15,3 16,4 28,4 3
125-5745-5 13,3 8 17,4 12,2
94-3399-6 14,2 12 15,5 25
125-8911-A 17,1 12,3 28,2 45
126-4822-1 12,7 26,5 11,5 16,9
105-7437-9 13,7 83,85 43,9 58
118-0224-3 12,2 170,2 447 58,1
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