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Abstract

Sinonasal polyposis (SNP) is a chronic inflammatory pathology of the nasal/paranasal cavities
which affects from 1%-4% of the population. Although polyps seem to be a manifestation of
chronic inflammation of nasal/paranasal sinus mucosa in both allergic and non-allergic subjects, the
pathogenesis of nasal polyposis remains unknown. Interleukin-17A (IL-17A) is a key inflammatory
cytokine in many disorders. Little attention has been paid to the role of IL-17A in chronic inflammatory
disorders. Objective: To investigate the expression of IL-17A in the SNP and verify if this expression
is a marker of good or bad prognosis. Method: Prospective study with 25 patients presenting with
SNP were subjected to the immunohistochemistry technique. After a skin prick test, all patients were
divided into atopic and nonatopic groups, and asthmatic or non-asthmatic. Results: The IL-17A
expression was observed in both atopic and nonatopic patients. The numbers of IL-17A positive
cells were greater in nasal polyps of atopic patients than nonatopic (p = 0.0128). Conclusion: These
results indicate that IL-17A may play an important role in the pathology of SNP. Considering the
inflammatory properties of IL-17A, this study suggests that it could increase susceptibility to atopy
and asthma.

Resumo

Polipose nasossinusal (PNS) ¢ uma afeccao inflamatéria cronica das cavidades nasais/paranasais
que afeta 1%-4% da populacao. Polipos parecem ser uma manifestacao inflamatéria cronica da
mucosa do seio nasal/paranasal em individuos alérgicos e nao alérgicos; porém, a patogénese da
PNS permanece desconhecida. A interleucina-17A (IL-17A) € uma citocina chave em muitas doencas
inflamatérias. Pouca atencao tem sido dada ao papel da IL-17A em disttrbios inflamatérios croénicos.
Objetivo: Investigar a expressao da IL-17A na PNS e verificar se ela ¢ um marcador de bom ou mau
prognodstico. Método: Estudo prospectivo de 25 pacientes com PNS foram submetidas a técnica de
imuno-histoquimica. Apoés realizarem teste cutaneo, todos os pacientes foram divididos em grupos
atopicos e nao atopicos e classificados em asmaticos ou nao asmaticos. Resultados: A expressiao de
IL-17A foi observada nos pacientes atépicos e nio atépicos; porém, o nimero de células positivas
com IL-17A foi maior nos pélipos nasais de pacientes atopicos que nos nao atopicos (p = 0,0128).
Conclusio: Os resultados indicam que a IL-17A pode desempenhar papel importante na patologia
da PNS. Considerando as propriedades inflamatérias da IL-17A, este estudo sugere que a IL-17A
pode aumentar a susceptibilidade a atopia e asma.
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INTRODUCAO

METODO

Polipose nasossinusal (PNS) ou rinossinusite cronica
com polipose nasal € uma afeccio inflamatéria cronica das
cavidades nasais e paranasais"* que afeta de 1% a 4% da
populagio e que apresenta clara associacdo com asma,
sensibilidade a aspirina e fibrose cistica®.

Os pacientes com PNS tipicamente apresentam
obstruc¢ao nasal, rinorreia, hipésmia e reduc¢ao na qua-
lidade de vida®*. Ainda que a polipose pareca ser uma
manifestacao da inflamaciao cronica da mucosa dos seios
nasais/paranasais em pacientes alérgicos e nao alérgicos,
a patogenia da polipose nasal ainda é desconhecida>®,
apesar de provavelmente se tratar de uma doenca mul-
tifatorial associada a vdrios fatores etiolégicos, com
inflamacio cronica persistente como fator de indubitavel
preponderancia independente da etiologia’. A inflama-
¢io cronica da mucosa representa um desafio para a
Otorrinolaringologia.

O diagnodstico da PNS € confirmado por endoscopia
nasal ou tomografia computadorizada (TC)'. Apesar do
grande impacto sobre a qualidade de vida’, na literatura
nao ha preocupacao em torno dos biomarcadores envol-
vidos na patogenia da polipose nasal e de suas possiveis
contribuicoes ao prognoéstico da PNS.

Por mais de duas décadas, imunologistas tém
utilizado o paradigma Th1/Th2 para explicar a maioria
dos fendbmenos associados a imunidade adaptativa.
As células Th1l7 foram recentemente descritas como
uma linhagem distinta que nao compartilha as vias do
desenvolvimento das células Th1l ou Th2. Shen et al.
sugeriram que o desequilibrio entre Treg/Th17 pode
desempenhar um papel importante no desenvolvi-
mento da PNS e que atopia pode agravar a PNS®. Em
outro estudo, Shen et al. sugeriram que a IL-17A teria
um importante papel na PNS, demonstrando que a
expressao de IL-17A estava significativamente regulada
para cima em pacientes com PNS e era mais grave em
pacientes atopicos com PNS’.

Pouca atencao tem sido dada ao papel da IL-17A em
doencas autoimunes e distirbios cronicos inflamatorios,
mas evidéncias indicam que a expressao de IL-17A em
doencgas dermatolégicas inflamatorias cronicas, incluindo
psoriase e dermatite atopica'®; estd associada a pior evo-
lucio clinica da doenca'®!,

Considerando a falta de entendimento sobre o
mecanismo que deflagra a inflamacao e prejudica o
desenvolvimento de novos tratamentos para a afeccio,
e a importancia da caracterizacio dos mediadores infla-
matérios envolvidos na patogenia da PNS, o presente
estudo pretende investigar a expressio de IL-17A na PNS
e verificar se tal expressio serve como marcador para
prognostico pior.

Populacao do estudo

O presente estudo longitudinal prospectivo ava-
liou 25 pacientes com polipose nasossinusal subme-
tidos a cirurgia para resseccao de podlipos. Pacientes
sem polipose nasossinusal identificivel por TC ou
endoscopia nasal foram excluidos do estudo. Todos
os individuos foram submetidos a avaliaciao clinica
otorrinolaringologica com endoscopia nasal, tomografia
computadorizada, avaliacao pulmonar funcional (espiro-
metria) e teste cutineo por puntura no pré-operatorio.
As tomografias pré-operatorias foram avaliadas segundo
a classificacao de Kennedy para nivel de acometimento
por PNS'™. Todos os pacientes foram investigados para
alergia e historico positivo para asma. Os individuos
foram divididos em dois grupos: atopicos (positivos
para teste cutineo por puntura) e nao atopicos (nega-
tivos para teste cutineo por puntura). O teste cutaneo
por puntura foi executado com 10 extratos: histamina
(controle positivo), soro fisiologico (controle negativo),
D. pteronyssinus, D. farinae, Blomia tropicalis, Felix
domesticus, Canis familiars, P. Americana, Aspergillus
Jumigatus e Alternaria alternate. Respostas positivas
foram consideradas para halos trés milimetros maiores
dos que dos controles negativos.

Os pacientes com PNS foram divididos em historico
positivo ou negativo para asma, confirmada por meio
de espirometria. O presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa sob o protocolo 0711/11
em 06/02/11. Todos os pacientes incluidos no estudo
assinaram termos de consentimento informado.

Imuno-histoquimica

Ap6s a cirurgia de resseccdo, os polipos foram
submetidos a exame por imuno-histoquimica. Secoes de
quatro micra foram obtidas a partir de pecas incluidas em
parafina. O sistema de deteccao Universal HRP-Polymer
MACH 4 (Biocare Medical, Concord, CA, USA) foi utilizado.
Em resumo, apds a lavagem das secdes em soro fisiologico
tamponado com fosfato com 0,1% saponina, as peroxi-
dases enddgenas foram inibidas com H,0O,. As amostras
foram inicialmente incubadas com anticorpos especificos
ou irrelevantes por uma hora em temperatura ambiente e
subsequentemente em solucao com MACH 4 Mouse Probe
por 15 minutos. Diaminobenzidina mais um cromogeno-
-substrato foram utilizados na promocao da fixacao dos
anticorpos. Anticorpos monoclonais especificos MEM-G/2
(Exbio, Praga, Republica Tcheca) reconhecem a cadeia
pesada livre do anti-IL-17 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, Califérnia, EUA). Um anticorpo idéntico isétipo IgG1
antidesmina utilizado simultaneamente com cada amostra
serviu de controle negativo.
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Avaliacao das secoes coradas

A andlise imuno-histoquimica foi executada em
tecido polipoide. A imunorreatividade foi classificada
por método semiquantitativo por meio da avaliacao do
percentual de células positivas. Os pontos de corte para
a determinacao da positividade da IL-17A detectada por
imuno-histoquimica foram obtidos pela analise das Cur-
vas de Caracteristicas de Operaciao do Receptor (ROC). A
analise das curvas ROC foi executada para expressao de
IL-17A. Todas as secoes foram analisadas por microscopia
Optica com campos de alta poténcia (x400) por examina-
dores cegados para as amostras.

Andélise estatistica

Foi produzida a curva ROC para o desempe-
nho da coloracao na determinacio do ponto de corte
para expressao de IL-17A. Os escores da coloracio por
imuno-histoquimica foram comparados com o teste U de
Mann-Whitney e as correlacdes dos escores foram testadas
pela analise do coeficiente de correlacio de Spearman.
Anidlises comparativas entre grupos foram realizadas pelo
teste exato de Fisher bicaudal. Significincia estatistica
foi considerada para p-valores inferiores a 0,05. Todas
as andlises estatisticas foram realizadas com o programa
GraphPad Instat (versao 5.0).

RESULTADOS

Achados Clinicos e Epidemiolégicos

Os resultados incluiram 25 pacientes com polipose
nasossinusal submetidos a endoscopia nasal e tomografias
computadorizadas para confirmar a presenca de doenca. O
grupo continha 13 (52%) homens e 12 (48%) mulheres com
idades entre 35 e 83 anos (média: 48,8 anos). Os pacientes
foram divididos em dois grupos: um com 13 individuos
negativos para o teste cutdneo por puntura (grupo de
nao atopicos) e outro com 12 pacientes positivos para o
teste cutdneo por puntura (grupo de atopicos). Do total,
17 apresentavam asma.

Por meio da avaliacao das imagens de TC, os pa-
cientes foram classificados segundo o critério de Kennedy
para grau de PNS (Grafico 1). A maioria foi classificada
como grau II.

Expressao de IL-17A

Expressao de IL-17A foi observada em células epite-
liais e, principalmente, em células inflamatdrias infiltrativas.

Na andlise da curva ROC, o ponto de corte para
resultados positivos foi 50% ou maior (AUC = 0,892;
P < 0,0001, IC 95%: 0,665 a 0,980), considerando que
IL-17A foi detectada em 12 das 19 pecas avaliadas (63,1%).

O numero de células positivas para IL-17A foi maior
nos polipos nasais de pacientes atépicos em comparagao
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Grafico 1. Classificagdo de Kennedy de pacientes com PNS - A maioria
dos pacientes foi classificada como grau Il; a maioria dos pacientes
tinha doenca etmoidal bilateral com comprometimento de um seio
paranasal.

aos nao atépicos (p = 0,0128, RR = 0,33, IC 95%: 0,1497
a 0,7421). Contudo, nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre pacientes asmaticos e
ndo asmdticos (p >0,05) (Grifico 2).
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Grafico 2. Expressao de IL-17 e resultados do teste cutaneo por
puntura - O ndmero de células positivas para IL-17 foi maior nos
polipos nasais de pacientes atépicos em comparacao aos pacientes
nao atopicos.

DISCUSSAO

A PNS é uma afeccao inflamatéria cronica asso-
ciada a piora substancial da qualidade de vida, reducio
da produtividade ocupacional e considerdveis custos
de tratamento”'?. Apesar da contribuicio de pesquisas
recentes para o melhor entendimento da fisiopatologia
desta afeccao cronica das vias aéreas, a patogenia da PNS
ainda permanece pouco compreendida. A PNS parece
ser multifatorial, tendo sido associada a afeccoes como
atopia, asma, fibrose cistica, sensibilidade a aspirina e
rinossinusite cronica' .
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Um diverso espectro de alteracdes envolvendo
padrdes de linfécitos T, pertfis de citocinas, producao de
IgE, micro-organismos e distirbios do sistema imuno-
logico deve estar associado 2 patogenia da PNS'. Em
tal contexto, o presente estudo avaliou a expressiao de
IL-17A na PNS.

Esta andlise demonstrou que expressao de IL-17A
foi identificada em 12 pacientes com PNS. Curiosamente,
a expressao de IL-17A tendeu a ser significativamente
mais frequente em pacientes positivos no teste cutaneo
por puntura ou, em outras palavras, pacientes atopicos
(p =0,0128).

Em concordancia com o presente estudo, um mo-
delo experimental demonstrou que a auséncia de IL-17 em
camundongos compromete o desenvolvimento da reacao
de hipersensibilidade de contato, reforcando a importan-
cia de tais células na sensibilidade de contato'®. Estudos
sugerem que a IL-17A produzida pelas células induzem
a producao de citocinas pro-inflamatorias (tais como
IL-1, IL-6 e TNF-a), quimiocinas (CXCL1, CXCL2, CXCL5
e CXCL8) e moléculas de adesio JCAM-1 e VCAM-1)
pelas células epiteliais e endoteliais, levando assim ao
recrutamento de células inflamatdrias e a interacio dessas
células com o epitélio®. Assim, a IL-17 aumenta o processo
inflamatério local®.

Baseado no resultados do presente estudo, € pos-
sivel especular que a expressao de IL-17A na PNS pode
contribuir com o aumento da suscetibilidade para atopia
na PNS, fator agravante da afeccao.

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo, indicam que a
IL-17A pode desempenhar importante papel na patologia
da polipose nasossinusal. Apos considerarem as proprie-
dades inflamatérias da IL-17A, os autores sugerem que a
IL-17A poderia elevar a suscetibilidade a atopia e PNS.
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