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Apoptosis in eosinophilic nasal polyps treated in vitro with
mitomycin C

Apoptose em polipos nasais eosinofilicos submetidos in vitro ao tratamento com mitomicina C
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apoptosis,

mitomycin, I
he etiopathogenesis of eosinophilic nasal polyps is yet to be explained. Eosinophils are key

components in the inflammatory infiltrate and are related to the perpetuation of the inflammatory
process in chronic rhinosinusitis with nasal polyps. Objective: This paper aims to evaluate the i vitro
action of mitomycin upon the apoptotic index of nasal polyps. Materials and Methods: This is a
self-paired prospective experimental study using biopsy fragments from 15 patients with eosinophilic
nasal polyps. Biopsy fragments were divided into two groups. In the case group, the fragments were
treated with 400 pg/ml of mitomycin for five minutes. The control group fragments were treated
with culture medium. The pair of fragments contained in the two first compartments - control and
case - were immediately sent to the histopathologist. The other pair of samples containing control
and case fragments was incubated for 12 hours. The fragments were then taken to the histopatholo-
gist for testing. The apoptotic index was determined by the morphometry in hematoxylin and eosin
staining and DNA fragmentation analysis (TUNEL reaction). Results: The comparison between the
two groups showed a statistically significant difference (p < 0,001) in the apoptotic index of the 12-
hour incubated cultures. Conclusion: Mitomycin acts in vitro upon the eosinophilic nasal polyps
inducing the rise of the eosinophilic apoptotic index.

nasal polyps.

Palavras-chave: Resumo

apoptose,

mitomicina, A

polipos nasais. etiopatogénese da polipose nasal eosinofilica ainda nio foi esclarecida. Os eosindfilos constituem

as principais células do infiltrado inflamatério e estao relacionados com a perpetuacao do processo
inflamatério na rinossinusite cronica com polipos nasais. Objetivo: Avaliar a acdo in vitro da mito-
micina no indice apoptotico de polipos nasais eosinofilicos. Material e Método: Estudo prospectivo
experimental autopareado com amostra de biépsia de 15 pacientes com polipose nasal eosinofilica.
Cada fragmento foi dividido em dois grupos. No grupo experimental aplicou-se mitomicina por cinco
minutos, na dosagem de 400 pg/ml. O grupo controle foi submetido as mesmas manipulacdes, mas
utilizando-se somente meio de cultura. Os fragmentos contidos nos dois primeiros compartimentos,
controle e experimento, foram imediatamente submetidas ao preparo para histopatologia. O outro
par de amostra, contendo controle e experimento, foi incubado por 12 horas. Apés 12 horas, os
fragmentos foram retirados para exame histopatologico. O indice apoptético foi determinado pela
morfometria na coloracao hematoxilina-eosina e pela analise da fragmentacio do DNA. Resultado:
A comparacao do dois grupos demonstrou diferenca significativa (p < 0,001) no indice apoptético
das culturas incubadas por 12 horas. Conclusdo: A mitomicina induz i vitro o aumento do indice
apoptético dos eosindfilos dos polipos nasais eosinofilicos.
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INTRODUCAO

A polipose nasossinusal eosinofilica ¢ uma afeccao
inflamatoria cronica da mucosa nasal e dos seios parana-
sais. A polipose nasossinusal eosinofilica deflagra dife-
rentes graus de obstru¢ao do trato respiratério superior e
tanto pacientes atopicos como a populacdo em geral sao
afetados pela mesma'?. A polipose nasal é considerada
parte de uma subdivisdo das rinossinusites cronicas, ji
que parece ser impossivel diferenciar ambas com clareza’.

Normalmente, o acometimento é bilateral, com
maior incidéncia na quarta década de vida, afetando 2,7%
da populacao, em sua maioria homens (na proporcao de
2,2/1). Esta associada a asma, rinite nao alérgica eosino-
filica, intolerdncia a aspirina, sinusite fingica eosinofilica
e sindrome de Churg-Strauss. A incidéncia da polipose
nasossinusal eosinofilica ¢ semelhante em pacientes ato-
picos e na populacio em geral e sua ocorréncia € mais
elevada com asma brénquica concomitante®”.

Apesar dos mecanismos de evoluciao da polipose
nasossinusal eosinofilica ainda nao serem completamente
compreendidos, sabe-se que a resposta inflamatéria esta
ligada ao seu processo de formacdo. Presume-se que os
polipos nasais possam ser o estagio final de um processo
inflamatério complexo resultante de etiologia multipla. Os
eosinofilos e as células estruturais dos polipos produzem
citocinas que mantém ativos o processo inflamatério e
o recrutamento de novos eosindfilos. Citocinas, como
interleucina 5 (IL-5) e o fator estimulador de colonia de
granulocitos macréfagos (GM-CSF), prolongam a vida
atil dos eosindfilos e aumentam sua presenga no tecido
polipoide, reduzindo, assim, o indice apoptético dessas
células®. A deteccao de fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) em casos de sinusite cronica com polipose
foi associada a inducao de proliferacao celular e inibicao
da apoptose das células epiteliais avaliadas em tais casos’.

Corticosteroides sio a principal opcao clinica te-
rapéutica para polipose nasossinusal devido a seu papel
na diminuicado do processo inflamatério. Foi possivel
demonstrar a aciao dos corticosteroides sobre o indice
apoptotico das células do infiltrado inflamatério no estro-
ma da polipose nasossinusal eosinofilica®'°. O crescimento
da expressao do gene BAX (pré-apoptotico) em polipos
nasais eosinofilicos elevou o indice apoptético induzido
por tratamento com glicocorticoides'.

A busca por outras opg¢oes terapéuticas levou ao
estudo do efeito de medicamentos que possam agir so-
bre as células do processo inflamatorio. O objetivo seria
interromper o processo fisiopatoloégico que promove e
perpetua a recidiva da polipose nasossinusal. A mito-
micina C € um medicamento antissépticos e antibiético
extraido do Streptomyces caespitosus usado como agente
antiproliferativo'?. Na otorrinolaringologia, sua aplicacio
em humanos tem se concentrado, principalmente, por
conta da acao do medicamento na reducio de sinéquias

na nasoendoscopia'® e em cirurgias de laringe'. Aplicacoes
tanto em humanos como em modelos animais confirmam
seguranca do uso topico de mitomicina C". Poucos traba-
lhos investigaram a a¢do da mitomicina C em pacientes
com polipose nasossinusal eosinofilica. Ja foi demonstrada
in vivo e in vitro a acao da mitomicina C na reducao dos
niveis de interleucina 5 e fator estimulador de colonia
de granulocitos macréfagos (GM-CSF) em polipos nasais
eosinofilicos. Estas oligoproteinas diminuem a taxa de
apoptose nos polipos nasais eosinofilicos e prolongam a
sobrevida dos eosinofilos!'*®.

O objetivo do presente estudo € avaliar as acoes
da mitomicina C in vitro sobre os eosindfilos dos polipos
nasais eosinofilicos por meio de um estudo experimental
auto-pareado com avaliag¢do do indice apoptético.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa sob n2. ETIC 484/08.
Quinze amostras de pacientes com polipose nasossinusal
eosinofilica com infiltracao eosinofilica igual ou superior
a 40%"2! foram estudadas. A pesquisa nio considerou
pacientes com polipose nao-eosinofilica, pacientes com
polipose nasossinusal eosinofilica e processo infeccioso
em andamento, ou pacientes tomando corticosteroides ou
anti-histaminicos por mais de 30 dias antes da execucao
do estudo. Pacientes com deformidades septais ou varia-
coes anatdmicas também foram excluidos. Os principais
sintomas observados foram: anosmia, hiposmia, obstrucao
nasal e gotejamento retronasal. Todos os pacientes foram
aconselhados a se submeter a cirurgia. Primeiramente, os
polipos foram extraidos através de bidpsia do meato mé-
dio e colocados em solucio de formol a 10%. As amostras
foram, entdo, processadas em exames histopatologicos e
corados com hematoxilina-eosina para caracterizar eosino-
filia. Em seguida, os pacientes incluidos foram submetidos
a outra biopsia. As amostras dessa biopsia foram colocadas
em uma ldmina com trés orificios, cada uma contendo
250pl de meio de cultura RPMI 1.640%.

Os fragmentos contidos no primeiro orificio foram
imediatamente preparados para histopatologia e assim
denominados controles zero hora (Oh). Os demais orificios
constituiram o grupo de controle (12 horas) e o grupo
experimental (12 horas). Uma dose de 400 pg/ml de mi-
tomicina C foi administrada ao grupo experimental por
cinco minutos®. Depois, as culturas foram lavadas com
meio de cultura RPMI. O grupo controle foi submetido aos
mesmos procedimentos, com apenas com o uso de meio
de cultura RPMI 1640. Fragmentos de ambos os grupos
(controle e experimental) foram incubados a 37° C (98°
F) e em CO, a 0,5% por 12 horas. Depois desse periodo,
foram submetidos a exames histopatologicos?!. As amostras
dos 15 foram sujeitas a preparacao de rotina para histopa-
tologia (coloracio em hematoxilina-eosina) para avaliacao

BRAZILIAN JOURNAL OF OTORHINOLARYNGOLOGY 78 (3) Maio/Junto 2012
http://www.bjorl.org.br / e-mail: revista@aborlccf.org.br

33



do indice apoptotico por meio de morfometria. Uma sub-
-amostra aleatoria (n = 6 pacientes) foi submetida a rea¢do
de TUNEL para avaliacao da fragmentacio de DNA.

Analise do indice apoptotico através de histopatologia

Para a andlise do indice apoptoético por meio da
coloracio em hematoxilina-eosina, cada lamina teve seus
eosinofilos contados em Oleo de imersao com ampliacio
de 100X e seu indice apoptotico calculado. O nimero foi
calculado dividindo-se a soma de eosindfilos em apoptose
pela soma total dos eosindfilos contados®.

Para caracterizar os eosinofilos em apoptose, varios
aspectos foram considerados, a saber: anoikis (retracio
celular com perda de adesio entre as células adjacen-
tes); condensacdo citoplasmatica; condensacao nuclear
(condensacao da cromatina com possivel compactacio
da cromatina contra a carioteca, formando figuras de
meia-lua); fragmentacdo nuclear e citoplasmatica e for-
macao de corpos apoptéticos (Figuras 1 e 2)2%. Revisao
ao microscopio foi realizada por dois analistas diferentes.

Figura 1. Histopatologia de pdlipo nasossinusal eosinofilico (grupo
controle) incubado por 12 horas (H&E 1000x).

Figura 2. Histopatologia de pdlipo nasossinusal eosinofilico tratado
com mitomicina C e incubado por 12 horas (H&E. 1000x). E possivel
identificar alteracdes compativeis com apoptose eosinofilica na maioria
das células (setas amarelas).

Analise do indice apoptoético por meio da fragmentacao
do DNA (reacao de TUNEL)

A ocorréncia de apoptose foi avaliada através da
observacao da fragmentacao do DNA gendmico por meio
da reacio de TUNEL. O procedimento foi executado com
o uso de um kit comercial de deteccio de fragmentacao
gendmica in situ (Klenow FragEl DNA fragmentation. Detec-
tion Kit- In QIA21 Catalog; Calbiochem /Oncogene- internet
address: http://calbiochem.com/). O tempo de proteinase
K foi definido em 20 minutos. A peroxidase endégena foi
desativada com 3% de peroxido de hidrogénio por 5 mi-
nutos. As laminas foram lavadas com PBS (tampao fosfato-
-salino) e submersas em solucao tampao de equilibrio. As
amostras foram cobertas com enzima TdT (deoxinucleotidil
transferase terminal) e desoxinucleotideos (marcados e
nao marcados) e incubadas em atmosfera imida a 37°C
(98°F) por duas horas. Entdo, elas foram lavadas em TBS
1X e cobertas com solucao tampao de corrida (EDTA 0.5
M, pH = 8) por 5 minutos. Mais uma vez, as laminas foram
lavadas em TBS 1X e cobertas com solucio tampao de blo-
queio por 10 minutos. Elas foram mantidas em conjugado
estreptavidina-peroxidase diluido em solu¢ao tampao de
bloqueio e incubadas em cimara dmida a 37°C (98°F) por
30 minutos. As laminas foram novamente lavadas em TBS
1X e mantidas em DAB (diaminobenzidina) por 6 minutos,
lavadas em agua destilada, contra-coradas em hematoxilina
e montadas. Controles negativos e positivos foram usados
em todas as reacoes (Figuras 3 e 4). A contagem de eosi-
nofilos foi registrada por um analista.

Figura 3. Histopatologia de pdlipo nasossinusal eosinofilico (grupo
de controle) incubado por 12 horas (TUNEL 400x).

A contagem de eosindfilos foi feita a 40X de amplia-
¢ao juntamente com o calculo do indice apoptotico. O indice
apoptotico foi calculado dividindo-se a soma de eosinofilos
em apoptose pela soma total de eosindfilos contados.

Analise estatistica
Os programas computacionais utilizados para ana-
lise estatistica foram Statistical Package for Social Science
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Figura 4. Histopatologia de p6lipo nasossinusal eosinofilico tratado
com mitomicina C e incubado por 12 horas (TUNEL 400x).

(SPSS), versao 17.0 (SPSS. Inc, Chicago, IL, USA) e The
R Project for Statistical Computing (GNU General Public
License); versao 2.9.1.

Os resultados foram submetidos aos testes de
Kolmogorov-Smirnoff e Shapiro-Wilk para verificacao
de normalidade. Os dados analisados foram submeti-
dos ao teste de Kruskall-Wallis para comparar indices
apoptoticos, seguido do pos-teste de Wilcoxon com
correcao de Bonferroni. Foi considerado nivel de signi-
ficancia de 5%.

RESULTADOS

Foram capturados 1.214 quadros para a andlise
do indice apoptdtico por meio de morfometria. A com-
paraciao entre os grupos controle a Oh, controle a 12h e
experimental a 12h demonstrou diferenga significativa
entre os trés experimentos (p < 0,001), como ilustrado
na Figura 5.

Na andlise do indice apoptético por meio da
reacao de TUNEL, 645 quadros foram capturados e
analisados a ampliacao de 400x. Todos os pacientes
apresentaram diferenca significativa nos trés experimen-
tos: grupo controle em Oh e 12h e grupo experimental
em 12h (p < 0,001). A reacio de TUNEL positiva foi
destacada para todos os grupos. Os nucleos das cé-
lulas apoptéticas foram claramente diferenciados por
sua coloracdo amarronzada. Também foi possivel per-
ceber reacao de TUNEL positiva em outras cé€lulas do
infiltrado inflamatério dos polipos nasais eosinofilicos. Os
resultados individuais dos indices apoptoticos das sub-
-amostras de seis pacientes in vitro podem ser avaliados
na Figura 0.

DISCUSSAO

Eosindfilos sao o principal tipo celular associado
a fisiopatologia da polipose nasossinusal eosinofilica.
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Figura 5. Analise do indice apoptético por meio de morfometria
(coloragao hematoxilina-eosina. Ampliagao 1000x). Teste de Kruskall
Wallis: p < 0,001 para todos os pacientes. Pés-teste de Wilcoxon com
correcao de Bonferroni: p < 0,001 para todos os pacientes/compara-
coes, exceto para ambos marcos zero em que o valor de p = 0,1724.
“0” reflete o periodo de incubagao em zero hora; “12-” é a incubagéao
com 12 horas sem qualquer tratamento; e “12+” representa 12 horas
de incubacao com tratamento de Mitomicina C.
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Figura 6. indice apoptético (n = 6 pacientes) avaliados através da
reacao de TUNEL. Teste de Kruskall Wallis: p < 0,001 para todos os
pacientes. Pos-teste de Mann-Whitney com corregéo de Bonferroni:
p < 0,001 para todos os pacientes/comparacoes.

Sabe-se que eles prolongam a sobrevida do infiltrado
inflamatorio em pacientes com polipose nasossinusal eo-
sinofilica®®. A remoc¢io dos eosindfilos do tecido polipdide
ocorre por meio da apoptose®. O nimero de células em
apoptose no infiltrado inflamatorio de pacientes com
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polipose nasossinusal eosinofilica é mais baixo do que
o nimero encontrado em tecidos saos'®. Os eosindfilos
produzem uma grande quantidade de substiancias através
das quais podem lesionar os tecidos e perpetuar o pro-
cesso inflamatério®. Apesar da fisiopatologia da polipose
nasossinusal eosinofilica ainda no ter sido completamente
desvendada, estd claro que a resposta inflamatéria estd
envolvida em seu processo de formacao. Citocinas como
IL5 e GM-CSF, prolongam a sobrevida dos eosindfilos e,
portanto, a sua presenca no tecido polipoide, reduzindo,
assim, o nivel de apoptose dessas células. Tais citocinas
podem ser produzidas a partir de um processo autéerino.
Assim, a inibicdo da apoptose retardaria a remocdo dos
eosindfilos do tecido, promovendo indefinidamente o
processo inflamatério da polipose nasossinusal eosino-
filica®2°3132, Portanto, no presente estudo, foi feita uma
escolha consciente pela avaliacao do nivel apoptotico dos
eosindfilos do infiltrado inflamatério de pacientes com
polipose nasossinusal eosinofilica.

A mitomicina C ¢é utilizada na prevencio de siné-
quias e estenose em procedimentos de nasoendoscopia.
O uso topico da mitomicina C é seguro. Sao poucos os
estudos realizados sobre a substancia e os polipos nasais
eosinofilicos. A reducao in vitro dos niveis de IL-5 e GM-
-CSF em polipos nasais eosinofilicos sugere a presenca de
um mecanismo indireto entre mitomicina C e apoptose dos
eosindfilos dos pélipos nasais eosinofilicos” . Ao reduzir
a expressdo de proteinas anti-apoptoéticas, a mitomicina
C promoveria um desequilibrio entre as proteinas que
regulam a apoptose, resultando, assim, na liberacao da
cascata apoptotica.

No presente estudo, a mitomicina C foi a Unica vari-
avel na manipulacao dos grupos controle e experimental.
Comparando-se os grupos controle e experimental em 12
horas, percebeu-se que a elevacio do indice apoptdtico em
tais grupos pode ser parcialmente explicada pelo periodo
de incubacao das culturas. A comparagcio entre grupos
controle e experimental em diferentes periodos de incu-
bacio possibilita atribuir a diferenc¢a de indice apoptético
ao efeito da mitomicina C. Tais resultados confirmam os
achados da literatura especializada no tocante a acdo da
mitomicina C na indugio #n vitro da apoptose em polipos
nasais eosinofilicos.

Um dos objetivos do presente estudo era estimar o
evento biologico conhecido como apoptose. Dois métodos
diferentes foram utilizados: histopatologia de rotina (colo-
racao hematoxilina-eosina) e imuno-histoquimica (reagcao
de TUNEL). Foi possivel identificar alteracdes compativeis
com evolucgio da apoptose por meio de morfometria: con-
densacio citoplasmatica, condensa¢iao nuclear, perda de
adesio celular e formacao de corpos apoptéticos. A reacio
de TUNEL é o método padriao para avaliar apoptose. Esse
método permite destacar a fragmentacao do DNA gendmi-
€O que ocorre prematuramente no processo de apoptose.

Trata-se de um estagio decisivo no processo, ja que deste
ponto em diante ele € irreversivel. A formacao de corpos
apoptoticos inibe tanto a liberacdo de constituintes celula-
res internos como a ativacao dos mediadores inflamatérios.
A apoptose resulta na resolucao do processo inflamatério,
diferentemente do processo necrético, que permite a per-
meabilizacio prematura da membrana celular®. Ja que a
estimativa de um evento bioloégico era um dos objetivos
do presente estudo, o uso de diferentes métodos torna
tal exercicio mais confidvel. O presente estudo nio traca
comparagoes entre os tratamentos com mitomicina C e
glicocorticoides. Os glicocorticoides sao potentes anti-
-inflamatérios muito comumente utilizados no tratamento
da polipose nasal. Seu efeito sobre o indice apoptético das
células do infiltrado inflamatério do estroma na polipose
nasossinusal eosinofilica ja foi demonstrado.

A expressio de diferentes proteinas com agiao anti-
-apoptotica no inicio da polipose nasossinusal eosinofilica
foi demonstrada em varios estudos, reafirmando, assim, a
importancia das alteracdes dos mecanismos apoptoticos
na fisiopatologia da polipose nasal*¥. Um dos provaveis
mecanismos de acao da mitomicina C é a redug¢dao nos
niveis de interleucinas (IL-5 e GM-CSF) com a reducao
da expressio de proteinas pro-apoptéticas'’?. Entao,
a mitomicina C aprimora a suspensiao do mecanismo
anti-apoptotico, tornando possivel a elevaciao do indice
apoptotico dos polipos nasais eosinofilicos. A apoptose de
eosindfilos pode abrir caminho para a resolucio do pro-
cesso inflamatoério da polipose nasossinusal eosinofilica. A
andlise de amostras por meio da reacdo de TUNEL também
identificou fibroblastos, macréfagos e, especialmente, lin-
fécitos no processo apoptotico. A coloracdo amarronzada
dessas células ficou mais evidente no grupo experimental
em 12 horas. Acredita-se que a mitomicina C também aja
sobre outras células do infiltrado inflamatério, bem como
no estroma dos polipos nasais. Estudos futuros poderao
analisar a acao da mitomicina C em outras células dos
polipos nasais eosinofilicos.

A mitomicina C representa uma opgao prospectiva
no tratamento futuro da polipose nasossinusal eosinofili-
ca e o estudo de sua administracio clinica permitird um
conhecimento mais aprofundado dos tracos apoptéticos
envolvidos na fisiopatologia da polipose nasossinusal
eosinofilica.

CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que a mitomicina C age in
vitro sobre os polipos nasais eosinofilicos, induzindo a
elevacao do indice apoptotico de eosindfilos in vitro. O
presente estudo foi executado em ambiente in vitro e seus
resultados podem nao se reproduzir in vivo. Mais estudos
540 necessarios para avaliar a acao in vivo da mitomicina
C em polipos nasais eosinofilicos.
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