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In vitro effect of glucocorticoids on nasal polyps

Efeito in vitro de glicocorticosteroides sobre polipos nasais
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hormones, G
lucocorticoids are considered the main treatment option for nasal polyps, but their effect is

only recently being understood. Aim: To evaluate whether fluticasone propionate (FP) inhibits the
inflammatory process induced by TNF-alpha in vitro, and to assess if NF-kappaB is associated to
this inhibition. Study Design: Experimental in vitro study. Materials and Methods: Nasal polyp
fibroblasts were cultured during 24 hours. Three different concentrations of FP (1, 10 and 100 nM,
added to TNF-alpha) were compared to negative (without additive) and positive (TNF-alpha) controls.
Gene expression (RTQ-PCR) and protein concentration (ELISA) of VCAM-1, ICAM-1, eotaxin and
RANTES were measured, as well as the nuclear translocation of NF-kappaB. Results: TNF-alpha
significantly increased protein concentration and RNA expression of all the studied molecules, as well
as the nuclear translocation of NF-kappaB, when compared to the negative control. FP decreased
these parameters in a dose-dependent manner, statistically different from positive control up to
100nM. Conclusions: FP extensively inhibited inflammatory recruiters, at both protein and RNA
levels, confirming the ability of glucocorticoids to modulate the inflammatory process in nasal polyps.
This inhibition was associated to decreased NF-kappaB nuclear translocation, demonstrating that
this is an important mechanism of glucocorticoids action for nasal polyps.

nasal polyps,
NF-kappa B,
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polipos nasais, licocorticoides sio considerados a principal op¢iao terapéutica para polipose nasossinusal,
mas seus efeitos estio sendo descobertos apenas recentemente. Objetivo: Avaliar se proprionato
de fluticasona (FP) inibe “in vitro” o processo inflamatoério induzido por TNF-alfa, e se NF-kappaB
estd associado a esta inibicio. Forma de Estudo: Experimental “in vitro’. Materiais e Métodos:
Fibroblastos de po6lipos nasais foram cultivados por 24 horas. Trés concentracoes diferentes de FP
(1, 10 e 100nM, além do TNF-alfa) foram comparados a controles negativo (sem aditivo) e posi-tivo
(TNF-alfa). Expressao génica (RTQ-PCR) concentracio proteica (ELISA) de VCAM-1, ICAM-1, eotaxin
e RANTES foram medidos, assim como a transloca¢io nuclear de NF-kappaB. Resultados: TNF-alfa
aumentou significativamente a concentragiao proteica e expressao génica de todas molé-culas estu-
dadas, assim como a translocacao nuclear de NF-kappaB, quando comparado ao controle negativo.
O FP diminuiu estes pardmetros numa forma dose-dependente, diferente estatisticamente do controle
positivo até 100nM. Conclusdes: O FP extensivamente inibiu os recrutadores inflamatorios, em
niveis proteicos e génicos, confirmando a habilidade dos glicocorticoides em modular o processo
inflamatério na polipose nasossinusal. Esta inibi¢ao esteve associada a diminuicao da translocacao
nuclear de NF-kappaB, demonstrando que este ¢ um importante mecanismo de acao dos glicocor-
ticoide na polipose nasossinusal.

sinusite.
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INTRODUCAO

Polipos nasais (PN) representam uma doenca infla-
matdria que afeta primariamente a mucosa nasosinusal'2.
A inflamac¢ao é geralmente induzida por citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF-a (fator de necrose tumoral
alfa) e IL-1P (interleucina 1P); e mediada por fatores de
transcricao (FT), tais como NF-kB (fator nuclear-kB) e AP-1
(proteina ativadora-1)®. Inicialmente, os FT se translocam
para dentro do nucleo e induzem a expressao de moléculas
pro-inflamatorias nas células de estruturas nasais (fibro-
blastos, células epiteliais e endoteliais)®*’, que, por sua
vez, produzem citocinas e moléculas de adesao (incluindo
eotaxina), RANTES (reguladas sob ativacio normalmente
expressa por linfocitos T, e secretadas), ICAM-1 (molécula
de adesao intercelular-1), VCAM-1 (molécula de adesao
celular vascular-1), seletina-E e seletina-P), que induzirao
a migracao de células inflamatérias (tai com linfocitos
T, eosindfilos, mastocitos e neutrdfilos) em direcao ao
alvo™. Uma vez na mucosa nasal, as células circulantes
promovem dano tecidual®!'2. Bachert et al.? publicaram
que a desregulacao de quimiocinas e a producdao de mo-
léculas de adesao podem ser importantes na promog¢ao
da quimiotaxia local de eosinofilos.

De acordo com o Consenso Europeu sobre Rinos-
sinusite e Polipos Nasais, de 2007 (European Position
Paper on Rhinosinusitis and Nasal Polyps 2007)", e outros
pesquisadores'*?, glicocorticosteroides topicos (GT) repre-
sentam a pedra angular no tratamento de PN. Entretanto,
a taxa de sucesso dos GT varia de 60,9 a 80%'>'3'°. As
propriedades anti-inflamatorias dos GT ocorrem devido
a sua ligacao ao receptor de glicocorticosteroide (RG);
o complexo GT-RG inibe outros FT, tais como o NF-kB,
um fendmeno conhecido como transrepressao®™’ . A
repressao de NF-kB ird, finalmente, inibir a expressao de
algumas citocinas, como TNF-a,, IL-1, IL-8 (interleucina-8)e
ICAM-1". A transrepressao entre os GT e os FT € recipro-
ca, e o NF-kB"¢ também capaz de reprimir os receptores
de glicocorticoides; que poderiam, pelo menos em parte,
induzir a resisténcia a GT em alguns pacientes.

Recentemente®, nosso grupo observou que o tra-
tamento #2-vivo com budesonida leva a uma significativa
melhora nos sintomas e na reducio dos polipos nasais,
visto a endoscopia. Apesar dessa significativa melhora
clinica, somente um paciente teve remissio completa.
Além disso, observamos que os pacientes com resposta
desfavoravel ao tratamento clinico tiveram niveis mais altos
de NF-xB, ICAM-1 e IL-1B do que antes do tratamento?.
Uma vez que o NF-xB induz a transcri¢io de ambos IL-1f3
e ICAM-1, elaboramos a hipdtese de que o NF-kB poderia
ser considerado um mediador-chave no inicio dos PN e
resisténcia a GT.

Assim sendo, o objetivo do presente estudo foi
observar se o TNF-alfa induz a expressdo de recrutadores
inflamatorios em fibroblastos derivados de podlipos, e se

o propionato de fluticasona (PF) inibiria essa resposta
inflamatoria in vitro. Além disso, o mecanismo pelo qual
esse glicocorticoide age foi avaliado por meio dos niveis
proteicos e de mRNA com relacio a VCAM-1, ICAM-1,
eotaxina e RANTES, assim como pela transloca¢iao nuclear
de NF-xB.

MATERIAIS E METODOS

O contetdo do estudo esta resumido na Figura 1.
Avaliamos amostras de seis pacientes indicados para
cirurgia ap6s falhado tratamento clinico. Para cada caso
a presenca bilateral de PN inflamatérios foi confirmada
por TC e por endoscopia nasal. Os pacientes que tinha
doencas sistémicas, como discinesia ciliar, fibrose cistica,
DREA(doencga respiratéria exacerbada por aspirina) ou
asma grave, foram excluidos. Antes da cirurgia, todos os
pacientes foram mantidos sem qualquer medicacao por
um periodo de um més. O presente estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica da instituicio (processo nimero
4374/2007).

Biépsia de
pélipos nasais

Culturasde
fibroblastos nasais
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Figura 1. Fluxograma do protocolo do estudo.

Cultura celular

Durante o procedimento cirdrgico, foi feita uma
biopsia do polipo. Os pdlipos foram cortados em frag-
mentos de 0,5mm por meio de um bisturi e os fragmentos
foram entao desagregados com colagenase tipo IV durante
2 horas. Apés tratamento enzimdtico, as células foram
centrifugadas e a solu¢ado com colagenase foi removida
e substituida por um meio de cultura HAM-F10 (com-
plementado com penicilina a 1%, estreptomicina a 1%, e
soro fetal a 20%), e cultivada a 37°C em uma atmosfera
com 5% de CO,.

Ap6s chegar a 90% de confluéncia (um milhao de
células/frasco), as células foram tripsinizadas e o compo-
nente fibroblasto foi confirmado por meio de citometria,
seguindo o protocolo de Saalbach et al.*%.

Culturas de polipos contendo pelo menos 90% de
fibroblastos foram entio multiplicados em 5 diferentes
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frascos, e apos 24 horas foram tratados da seguinte forma:
controle negativo (sem aditivo), controle positivo (TNF-a
25ng/mL), PF1 (TNF-a 25ng/mL ePF 1nM/ 0,45 pg/mL),
PF10 (TNF-a 25ng/mL ePF 10nM/ 4,5 pg/mL) ePF100
(TNF-o 25 ng/mL ePFa 100nM/ 45 pg/mL). Esses frascos
e suas duplicagdes foram incubados a 37 °C em CO, a 5%
de atmosfera imida por mais 24 horas.

As células tratadas foram subsequentemente trip-
sinizadas e armazenadas em Trizol® (para o estudo de
RNAs),e em DMSO (para extracdo do nucleo) a -80°C. O
meio de cultura foi armazenado a -20 °C para o estudo por
ELISA das moléculas secretadas. A viabilidade celular foi
confirmada em mais de 90% pela exclusao por azul Trypan.

Elisa

A concentracao proteica de eotaxina, RANTES, sl-
CAM-1 e sVCAM-1 foram quantificadas em meio de cultura
pelo exame de ELISA, de acordo com as instrucoes do
fabricante (Biosource, CA, USA).

Para normalizar os resultados, a quantificacio da
proteina especifica foi corrigida de acordo com o valor
de proteina total medido pelo método de Bradford, como
ditado pelo fabricante do corante: Protein Assay-Bio Rad.

PCR

O RNA foi extraido por meio de Trizol®, e os cD-
NAs foram obtidos pelo kit de Alta Capacidade de cDNA.
Foram usados os primers TagMan® (Applied Biosystems):
Hs00164932_m1 (ICAM-1), Hs00237013_m1 (eotaxina),
Hs00174575_m1 (RANTES) e Hs00365486_m1 (VCAM-1),
além do housekeeping Hs00266705_g1 (GAPDH). A con-
centracao do primer foi de 900 nM e a concentracdo da
sonda TagMan foi de 300nM.

A amostra foi diluida para 1:10, e 9 uL da diluicio
foi acrescentada a 10 pL do Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems) e 1 pL da sonda. Usamos o sistema
7500Real-Time PCR System® para andlise (PE Applied
Biosystems).

Cada amostra foi testada em duplicidade. Em todas
as reacoes, amplificamos em paralelo os mesmos controles
negativos e calibradores, para determinar a eficiéncia de
todos os experimentos.

Determinamos o valor linear de 0,1 para o estudo
genético. A expressdo relativa do gene foi quantificada
usando-se o método 244" e comparado a expressio
GAPDH na mesma amostra. O valor normalizado de cada
amostra foi entlo dividido pelo calibrador, cujo valor da
expressao foi presumido em 1.

Extracao do niicleo

Para avaliar a translocacao nuclear do NF-kB, as
membranas celulares foram rompidas e os nicleos foram
isolados da seguinte forma: as células foram centrifuga-
das a 16000g durante 5 minutos e lavadas duas vezes
em PBS (tampao de fosfato no soro fisiologico) gelada.

Em seguida, a pelota foi incubada com tampao gelado
A (10mmol/L HEPES; pH7,9; 10mmol/L KCI; 0,1mmol/L
EDTA; 0,1mmol/L EGTA; Immol/L DTT; 1mg/L aprotinina;
1mg/L leupeptina,e 1mg/L pepstatina A) durante 15 minu-
tos. Apos a lise da membrana celular, acrescentamos 5L
0,1% NP-40 2 solu¢ao que foi entio vigorosamente agitada
por 1 minuto. A solucio, foi entao centrifugada a 20800g
durante 5 minutos a 4°C. O sobrenadante (correspon-
dente a fracio citoplasmitica) foi descartado e as pelotas
nucleares foram suspensas em 50pL de tampao B gelado
(20mmol/L HEPES, pH 7,9; 420mmol/L NaCl; 0,1mmol/L
EDTA; 0,1mmol/L EGTA; 1Immol/L PMSF; 1mmol/L DTT;
1mg/L aprotinina; 1mg/L leupeptina, e Img/Lpepstatina).
Essa nova soluciao foi mantida a 4°C durante 30 minutos
com agitacdo periddica e centrifugada a 20800g durante
5 minutos a 4°C. A quantificacio proteica do NF-kB foi
feita nessa solucio final do nicleo com o uso do ELISA,
como descrito acima.

Andlise estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste t de Stu-
dent para amostras pareadas, com nivel de significincia
estabelecido em p<0,05.

RESULTADOS

Caracterizacao das culturas de fibroblastos

Ap6s avaliar a viabilidade das células, uma fracao
foi submetida a citometria de fluxo para confirmar se as
culturas estavam especificamente compostas por fibro-
blastos. Cinco delas exibiram mais de 98% de positividade
para CD90 e menos de 1% estavam positivas para CD34;
confirmando que eram quase exclusivamente fibroblastos.
O restante da amostra apresentou somente 92% de células
positivas para CD90 e foi retirada do estudo.

Recrutadores inflamatoérios — nivel proteico

Quando comparado ao controle negativo, TNF-a a
25ng/mL, aumentou significativamente as concentracoes
proteicas para ICAM-1 (3,17 vezes + 0,77;p=0,0075), VCAM-
1 (2,17 vezes * 0,66; p=0,0173), eotaxina (1,74 vezes +
0,14;p=0,0003) ¢ RANTES (4,78 vezes + 1,57;p=0,0327)
(Figuras 2a a 2d). O PF reduziu os recrutadores inflama-
torios de forma dose-dependente para todas as proteinas
estudadas (Figura 2). A reducio foi significativamente
diferente do controle positivo em todas as concentracoes
de PF para eotaxina (p=0,0003) e RANTES (p=0,0327), para
os tratamentos por PF de 10 nM e 100nM para sVCAM-1
(p=0,0402) e 100 nM de PF para sICAM-1 (p=0,0476).

Além disso, as concentracoes proteicas de sVCAM-1
e RANTES foram significativamente semelhantes ao contro-
le negativo para todas as concentracoes de PF. Contrastan-
do a isso, os niveis de sSICAM-1 foram significativamente
mais altos do que os controles negativos para todas as
concentracoes (p=0,0175 para FP 100nM) enquanto os
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Figura 2. Niveis proteicos de eotaxina, RANTES, VCAM-1 e ICAM-1
medidos por meio do ensaio ELISA. Todos os valores relativos foram
comparados a controle negativo (considerado como 1,0).

niveis de eotaxina foram significativamente mais altos do
que os controles negativos com PF nas concentracoes de
1 e 10nM (p<0,0001 para 1nM e 0,0057 para 10 nM), mas
alcancaram similaridade na concentra¢ao de 100nM.

Recrutadores inflamatérios — nivel de mRNA

As expressoes de ICAM-1, VCAM-1, RANTES e eota-
xina foram analisadas por meio da RTQ-PCR. Infelizmente,
a expressido de eotaxina sé esteve presente quando os
fibroblastos foram expostos ao TNF-a, que prejudicou as
andlises estatisticas.

O TNF-o aumentou significativamente a expressao
de ICAM-1 (29,09 vezes + 5,60; p=0,0004); VCAM-1 (10,22
vezes + 3,72; p=0,0052) e de RANTES (31,62 vezes + 8,72;
$=0,0312) no mRNA (Figura 3). Além disso, os testes com
RTQ-PCR revelaram que o PF reduziu suas expressoes de
maneira progressiva (Figura 3): a reducio foi significativa-
mente diferente daquela dos controles positivos para todas
as concentracoes de PF no tocante a sSVCAM-1 (p=0,0488)
e sICAM-1 (p=0,0368) e a concentracdes mais altas do que
10nM dePFpara RANTES (p=0,0439).

Também, a expressio no mRNA foi semelhante
aquela dos controles negativos em todas as concentracoes
para sSICAM-1. Em contraste, as expressoes de sVCAM-1
e RANTES foram significativamente mais altas quando
comparadas aquelas dos controles negativos para todas
as concentracdes de PF estudadas.

Translocacao nuclear de NF-kB

Finalmente, para investigar uma possivel relacao
entre o NF-kB e maior expressao de recrutadores infla-
matorios, investigamos se o TNF-a e o PF interfeririam na
translocacao nuclear de NF-kB. Para tal propdsito, as célu-
las foram submetidas a extracio nuclear e a concentracao
proteica de NF-xB foi medida na fracao nuclear.Os niveis
nucleares desse fator transcritivo também aumentaram
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Figura 3. Expressao no mRNA (por RTQ-PCR) de VCAM-1, ICAM-1
e RANTES. Todos os valores relativos foram comparados a controle
negativo (considerado como 1,0).

significativamente quando os fibroblastos foram expostos
ao estimulo positivo (1,59 vez + 0,18, p=0,0018) (Figura 4).

Também, avaliamos se o PF reduziu ambas as ex-
pressdoes no mRNA da expressiao proteica de moléculas
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Figura 4. Niveis proteicos de NF-xB nuclear medido pelo ensaio ELI-
SA. Todos os valores relativos foram comparados a controle negativo
(considerado 1,0).

de adesio e quimiocinas devido a inibicio do NF-kB.
O experimento do ELISA mostrou que o PF reduziu
significativamente a translocacio do NF-kB, mesmo nas
concentracoes mais baixas (1nM) (p=0,0022). Os niveis de
NF-xB nuclear foram estatisticamente semelhantes aqueles
dos controles negativos para todas as concentracoes de
PF (Fig.3).

DISCUSSAO

Os fibroblastos dos polipos nasais, quando indu-
zidos por uma variedade de estimulos, sio capazes de
produzir mediadores pré-inflamatérios. Meyer et al.?
compararam a capacidade do TNF-a, IL1-f ou do IFN-y
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de aumentar a expressao do RANTES nos fibroblastos dos
polipos nasais, e observaram que o TNF-a foi um impor-
tante estimulo proé-inflamatério. Baseado em tal estudo,
escolhemos o TNF-a. como o controle positivo para nosso
experimento. Observamos que os fibroblastos secretam
naturalmente VCAM-1, ICAM-1, eotaxina e RANTES no
meio de cultura; e que o TNF-a € capaz de significati-
vamente intensificar a producdo desses mediadores em
culturas de fibroblastos.

Silvestri et al.” avaliaram o efeito de TNF-a e IL-4
sobre a expressao de ICAM-1 e VCAM-1 por citometria de
fluxo e sobre a secrecao de eotaxina por ELISA em fibro-
blastos de polipos nasais. Os autores observaram um au-
mento significativo na expressiao de ICAM-1 e de eotaxina
24 horas ap6s exposicio a concentracdes progressivamente
maiores de TNF-a, apesar dos niveis de VCAM-1 terem
permanecido estaveis. Da mesma forma, Yoshifuku et al.*
observaram o efeito de TNF-a e IL-4 sobre a expressio de
eotaxina, RANTES e VCAM-1 em fibroblastos de polipos
nasais usando ELISA, e demonstraram que o TNF-a, na
dose de 10 ng/mL durante 24 horas foi capaz de induzir
a secrecao de RANTES e VCAM-1, mas nido de eotaxina.

Ohori et al.# relataram que a expressao de VCAM-1
(avaliado por meio de ELISA, citometria de fluxo e RT-
PCR) em fibroblastos nasais foi induzida por TNF-a de
forma dose-dependente, com pico em aproximadamente
10 ng/mL, e reduzido na dose seguinte de avaliacao, 100
ng/mL. O TNF-a também induziu a translocacao nuclear
e, consequentemente, ativou o NF-kB.

Acreditamos que as diferencas em expressio de
algumas quimiocinas ou moléculas de adesao podem ser
associadas ao uso de diferentes concentracoes de TNF-q,
ou a diferentes técnicas para a avaliacio da concentracio
proteica e expressiao génica. Entretanto, hd certa concor-
dancia com relacao a esse fato que, em geral, o TNF-a
induz a expressio de mRNA e da producio proteica de
recrutadores inflamatérios. Os dados obtidos no presente
estudo estdo de acordo com esse padrio de expressio.
Também observamos que o TNF-a aumentou de forma
significativa a transloca¢ao nuclear de NFxB, confirman-
do que esse é um importante mecanismo de induciao de
mediadores pro-inflamatérios em PN, como publicado
por Ohori et al.?.

Assim, tanto nossos resultados como outros previa-
mente publicados na literatura demonstram que o principal
mecanismo através do qual o TNF-a induz a produgao de
citocinas € através da ativacao de FTs. Os FTs, quando
ativados, translocam-se para o nucleo e interagem com
o DNA celular, aumentando a transcricio de genes pro-
inflamatorios.

O mecanismo de acao dos GT ainda nao foi
completamente elucidado; entretanto, acredita-se que
seu principal efeito anti-inflamatério seja mediado pela
inibicao de FT'"81.

Observamos que o PF age nos fibroblastos de p6-
lipos nasais, reduzindo a secreciio proteica e a expressao
génica de moléculas inflamatérias. Essa reducao na secre-
¢ao proteica foi significativamente diferente dos controles
positivos para RANTES e eotaxina nas concentragoes ini-
ciais e em concentracoes mais altas de PF para ICAM-1.
A producio proteica de VCAM-1 e RANTES permaneceu
bastante semelhante aquela observada para os controles
negativos em todas as concentracoes de PF, mesmo apesar
da eotaxina e ICAM-1 apresentaram concentracoes signifi-
cativamente mais altas do que os niveis dos controles até
o tratamento com 100nM de PF.

O PF também reduziu significativamente a expres-
530 génica de ICAM-1 e VCAM-1 em todas as concentragoes
estudadas, enquanto o RANTES esteve significativamente
reduzido apés o tratamento com 10nM. Entretanto, a
expressao de RANTES esteve significativamente mais alta
quando comparada aos controles negativos até a concen-
tracio de 100nM de PF.

Os resultados desse trabalho estio de acordo com
aqueles relatados por Silvestri et al.”, que observaram que
o PF inibiu a secrecido de eotaxina pelos fibroblastos, co-
mecando com uma dose baixa de 1 nM; enquanto inibiu
aquela de ICAM-1 somente sob doses mais altas (10 nM).
Meyer et al.? estudaram o efeito da betametasona e da
hidrocortisona sobre fibroblastos nasais e demonstraram
que essas drogas foram também eficazes na inibicao da
expressao de RANTES.

O PF também inibiu significativamente a transloca-
cao nuclear de NF-kB em fibroblastos a uma concentracao
bastante baixa. Esse feito sobre o NF-kB nos fibroblastos
de polipos nasais ja havia sido sugerido por Silvestri et al.”
e por nosso grupo?, apesar desse ser o primeiro estudo
in vitro a confirmar o efeito do PF sobre a translocaciao
de NF-xB em polipos nasais.

O mecanismo de a¢do dos GC topicos sobre PN
precisa ser melhor reconhecido para se melhorar a efica-
cia do tratamento clinico de polipos nasais. Novos GTs,
que inibam especificamente os FTs, ou inibidores de FTs,
parecem ser o caminho mais racional para se encontrar
novas abordagens terapéuticas para essa doenca.

CONCLUSOES

O TNF-alfa induziu de forma significativa a produ-
cao de mediadores pro-inflamatorios, tanto em nivel de
mRNA quanto de proteina, em culturas de fibroblastos de
polipos nasais.

Também, o PF reduziu consideravelmente a ex-
pressio de mRNA e proteina de todos os mediadores
pro-inflamatorios investigados nesse estudo. Foi relatado
que essa inibicao do processo inflamatoério reduz a trans-
locacao nuclear do NF-kappaB.
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