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Resumo

A polipose nasossinusal eosinofilica € uma afeccao co-
mum a varias doencas, determina acometimento extenso dos
seios paranasais e possui grande tendéncia a recidiva apés
tratamento. Os eosindfilos exercem papel essencial na
patogénese, relacionada a baixo indice de apoptose e a lon-
ga permanéncia destas células ativas nos tecidos. Objetivo:
Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito da mitomicina
C na indugdo de apoptose em eosindfilos presentes no
estroma de pélipos nasais eosinofilicos. Forma de estudo:
Caso controle. Material e Método: O estudo foi auto-pareado,
com 9 amostras cultivadas em meio RPMI 1640 e avaliadas
em zero, 12 e 24 horas. O grupo estudo recebeu mitomicina
C numa concentragdo de 400pg/ml durante 5 minutos. Em
cada tempo as duas culturas, controle e estudo, foram sub-
metidas a estudo histopatoldgico para determinacdo do indi-
ce apoptético. Utilizou-se a coloragdo hematoxilina-eosina com
aumento microscopico de 1000x. Resultado: Pela analise
de 674 campos digitalizados observou-se que as culturas tra-
tadas com mitomicina C apresentaram indice apopt6tico em
12 horas significativamente maior em relagdo ao grupo con-
trole (p< 0,001). Conclusdo: Concluiu-se que a mitomicina
C é eficaz na indugdo de apoptose em eosindfilos presentes
em estroma de polipos nasais eosinofilicos.
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Summary

The eosinophilic nasal polyposis occurs as a manifestation
of several diseases. It affects multiple nasal sinuses and presents
with high relapsing rates after current treatment. The eosinophils
play an essencial role in the pathogenesis through their low
apoptosis rates and the long periods of remaining in the tissues
in an active form. Aim: During the present study the effect of
C-mitomycin was observed in the apoptosis induction of stromal
eosinophils in eosinophilic nasal polyps. Study design: Case
control. Materials and Method: During this auto-matched
study, 9 samples of eosinophilic nasal polyps were cultivated
in RPMI 1640 medium and then evaluated at the beginning,
and after 12 and 24 hours of incubation. The study group was
submitted to C-mitomycin in a 400 pg/ml concentration during
5 minutes. Both control and study group cultures were evaluated
histopathologically and their apoptotic rates were determined.
They were stained using hematoxilin-eosin and observed
through microscopic enhancement of 1000 times. Results:
The analysis of 674 digitalized fields showed that those cultures
treated with C-mitomycin achieved significantly higher
apoptotic rate after 12 hours of incubation when compared to
control group rate (p<0,001). Conclusion: This study supports
that C-mitomycin is efficacious in the induction of the apoptosis
of stromal eosinophils in eosinophilic nasal polyps.
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INTRODUCAO

A polipose nasossinusal (PNS) caracteriza-se pela pre-
senca de polipos nasais multiplos, comumente bilaterais,
decorrentes de processo inflamatério da mucosa nasossinusal.
Histologicamente, os pélipos nasais podem ser classificados
em eosinofilicos e ndo eosinofilicos. A PNS eosinofilica re-
presenta 80 a 90% das PNS, associa-se a hiper-reatividade
nasal e/ou brénquica e responde bem a corticoterapia. En-
globa pacientes com diferentes fatores etiologicos e evolu-
¢Oes clinicas em relagéo as vias aéreas superiores e inferio-
res. A PNS eosinofilica é encontrada na Rinite Eosinofilica
N&o Alérgica (NARES), na Intolerancia Aspirinica, na Atopia,
na Sinusite Fungica Alérgica e na Sindrome de Churg
Strauss®?3

A infiltrag8o dos polipos pelos eosindfilos é a caracte-
ristica mais marcante da PNS eosinofilica, sendo o gatilho
para se tentar compreender a patogénese desta afeccéo. A
eosinofilia tecidual pode ser explicada pelo aumento da
migragdo de eosindfilos para o local do processo inflamato-
rio e/ou pelo aumento da sobrevida destes eosindéfilos no
tecido, conseqiiente ao retardo no processo de apoptose.*

O termo apoptose, ou morte celular programada, re-
fere-se ao processo nao-patolégico de morte celular. Carac-
teriza-se por uma sequiéncia de eventos distintos da necrose,
impedindo a liberagdo de constituintes internos da célula e
a ativacdo de mediadores da inflamag&o.®

Sabe-se que a apoptose € um processo ativo depen-
dente de RNA e sintese protéica. Simon et al. (1997)° de-
monstraram que o fator estimulador de col6nias de
granulécitos macréfagos (GM-CSF) e a interleucina 5 (IL-5),
produzidos por eosindfilos e linfocitos™, tém capacidade de
prolongar a sobrevida dos proprios eosindfilos, por inibicao
da apoptose.

Bjornson, Harvey e Rose (1985)° demonstraram que
a hidrocortisona pode suprimir, por a¢éo direta sobre as cé-
lulas, a formacdo de coldnias de eosindfilos. Liles, Dale e
Klebanoff (1995)* e Meagher et al. (1996)° demonstraram
a existéncia de efeito contrario dos corticosterdides sobre os
eosindfilos e neutrofilos. Haveria aumento do nimero de
neutréfilos conseqiiente a redugdo da taxa de apoptose.it*?

O receptor Fas (CD 95/APO1), membro da
superfamilia TNF/NGF (Fator de Crescimento Neural), pa-
rece induzir apoptose nos eosindfilos. Sua ativacdo nos
eosinofilos de individuos normais conduz rapidamente a
apoptose. Em contrapartida, eosinéfilos de individuos
eosinofilicos ndo sofrem apoptose, mesmo que o receptor
Fas ativo seja expresso normalmente nestas células.®® Isso
sugere que outros sistemas estejam envolvidos na regulacio
da apoptose.**

Whyte, Meagher e Haslett (1991) comprovaram que
o blogueio da producéo de proteinas por cicloheximidina e
actinomicina-D induz apoptose de eosindfilos e neutrofilos,
diferentemente dos corticosterdides. Concluiram que a

apoptose é continuamente inibida pela producéo de certas
proteinas e induzida na auséncia destas proteinas.

A mitomicina C (MMC) é uma droga anti-neoplasica
e antibidtica extraida do Streptomyces caespitosus. Seu
mecanismo de acdo baseia-se na inibigcdo seletiva da sintese
de DNA, recombinagdo, troca de cromatinas irmas e na re-
paracdo de DNA em bactérias.”

Existem poucos relatos de inducao da apoptose com
MMC em células de mamiferos. Schwartz et al. (1995) re-
lataram inducao de apoptose em tumores gastricos tratados
com MMC. A simples aplicag&o, por cinco minutos, de MMC
numa concentragdo de 0,Amg/ml é capaz de inibir a prolife-
racdo de uma cultura de fibroblastos por 35 dias.* Kim et al.
(1999)® observaram que a MMC (0,4 mg/ml por 5 minutos)
induziu, in vitro, a apoptose de fibroblastos humanos da
cépsula de Tenon, primariamente cultivados.

Esta droga tem sido frequentemente utilizada em
laringologia quanto em otologia com seguranca e bons re-
sultados.?

O objetivo deste estudo foi avaliar a a¢do da
Mitomicina C sobre o indice apoptético de eosinéfilos no
estroma de polipos nasais eosinofilicos.

MATERIAL E METODO

A populacéo estudada foi constituida por pacientes
portadores de PNS extensa, com faixa etaria entre 16 e 79
anos, encaminhados pelo Sistema Unico de Sadde - SUS -
para realizacdo de tratamento cirdrgico no Hospital Sdo
Geraldo, anexo do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais - HC-UFMG.

Critérios de inclusao: pacientes portadores de polipose
nasossinusal eosinofilica com porcentagem igual ou superi-
or a 40% de qualquer etiologia.

Critérios de exclusdo: polipos nasais unilaterais, pre-
senca de secrecdo purulenta ou uso de medicamentos como
corticosterdides ou antialérgicos num periodo de 2 meses
antecedentes a avaliacdo inicial.

Foram selecionados 9 pacientes portadores de PNS
eosinofilica, com porcentagem de eosindfilos igual ou supe-
rior a 40%%, no periodo de janeiro a junho de 2003.

Os pacientes selecionados foram submetidos a exa-
me otorrinolaringoldgico completo, com especial atencao
ao segmento nasal. As fossas nasais foram exploradas via
rinoscopia anterior e fibronasolaringoscopia.

Foi realizado estudo comparativo experimental auto-
pareado de 9 amostras de pdlipos nasais eosindfilicos com
tamanho aproximado de 3 mm. O grupo de estudo foi com-
posto por culturas de fragmentos dos polipos tratados com
MMC e avaliados em zero, 12 e 24 horas para cada pacien-
te. O grupo controle foi composto por culturas de fragmen-
tos dos pélipos nao-tratados com MMC e avaliados nos mes-
mos tempos horas.

As bidpsias dos pdlipos nasais obtidas para cultura
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foram realizadas no ambulatério de Otorrinolaringologia do
HC-UFMG. Os fragmentos retirados foram imediatamente
acondicionados em meio de cultura a temperatura ambien-
te. Durante a coleta foram utilizados dois tubos FALCON®. O
primeiro recebeu a amostra por um a dois minutos, sendo
levemente agitado e, entéo, feita a transferéncia para o se-
gundo tubo. Esse procedimento visou diminuir o indice de
contaminacao das culturas.

No Laboratério de Imunologia do Hospital Sdo Geral-
do, os fragmentos foram seccionados em seis porcdes e se-
meados numa placa de seis orificios. Destes seis comparti-
mentos, trés formaram o grupo experimental e trés o grupo
controle. No grupo experimental aplicou-se MMC por cinco
minutos, na concentracdo de 400 pug/ml®. Apds a aplicacao
da droga, as culturas foram lavadas em meio RPMI. Para o
grupo controle, ndo tratado com MMC, utilizou-se somente
0 meio RPMI. Os fragmentos contidos nos dois primeiros
compartimentos, controle e experimento, foram imediata-
mente submetidos ao preparo para histopatologia. Os ou-
tros dois pares de amostras, cada qual contendo controle e
experimento, foram encubados por 12 e 24 horas, respecti-
vamente, em estufa a 37°C e 5% de CO,em meio de cultu-
ra. Ao final de cada tempo (hora 12 e 24), os fragmentos
foram enviados para exame histopatologico.

O meio de cultura utilizado foi RPMI 1640,
comercializado por Gibco UK?¢, contendo 5% de soro hu-
mano AB, 2 mM de mercaptoethanol, 1 mM L-glutamina,
2mM piruvato de sodio, 10ngr/ml de estreptomicina, 100U/
ml de penicilina e 5mg/ml de fungisona.

Os fragmentos de cada amostra, apos retirado o
sobrenadante, foram transferidos para recipientes contendo
formol a 10% e encaminhados para histopatologia rotineira,
apo6s impregnagdo em parafina. As laminas resultantes fo-
ram coradas pela hematoxilina-eosina (HE) e avaliadas em
microscépio Optico. As imagens dos campos com infiltrado
eosinofilico foram digitalizadas, armazenadas em compact
disc e posteriormente analisadas em programa de
morfometria. Esta parte da pesquisa foi realizada nos Labo-
ratorios de Apoptose e de Morfometria (Departamento de
Patologia Geral do ICB — UFMG).

A andlise da celularidade, isto é, da eosinofilia tecidual,
foi obtida através da exploracao de cinco a 10 campos do
microscépico 6ptico com aumento de 400X, contando-se o
maior nimero de células inflamatérias por campo para ob-
tencdo da porcentagem de eosinofilos.®

Para a analise do indice apoptético (IA) foi realizada,
em cada lamina, a contagem dos eosindfilos num aumento
de 1.000X em 6leo de imersdo, dividindo-se o total de
eosindéfilos em apoptose pelo total de eosinéfilos contados.*
O eosindfilo em apoptose caracteriza-se pela perda do con-
tato celular, condensacao citoplasmaética e nuclear além da
coalescéncia ou extrusdo nuclear.*?’

O método de andlise estatistica utilizado foi o teste t
pareado para comparagdo dos grupos em cada um dos tem-

pos considerados, segundo Snedecor e Cochran (1977)%.
Foi considerado nivel de significancia de 5% e utilizado o
pacote estatistico Minitab, versdo 13, na anélise estatistica
dos dados.

Este estudo foi previamente aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UFMG Parecer n° 109/02.

RESULTADOS

Foram enviados para preparo de laminas e calculo
do indice apoptético 9 experimentos (Figura 1).

Ao todo, foram obtidos e analisados 741 campos
digitalizados. Destes, 67 foram analisados numa magnificacdo
de 400X para quantificacdo da celularidade. A média de
celularidade (porcentagem de eosindfilos) encontrada foi
de 55,7% (48,2% — 67,5%). Para determinacdo do IA foram
analisados 674 campos numa magnificacdo de 1.000X. O
resultado da analise do IA obtido nos nove experimentos
pode ser observado na Figura 1. No tempo hora zero, ndo
houve diferenca significativa entre os dois grupos, tratados
ou ndo com MMC (p=0,189). Em 12 horas, as culturas trata-
das apresentaram uma taxa de apoptose significativamente
maior (p<0,001) que as néo tratadas. Na hora 24 néo foi
observada diferenca significativa entre os dois grupos (p=
0,301).

Ao se analisar isoladamente o grupo néo tratado com
MMC, observa-se uma diferenca significativa entre os tem-
pos hora zero e 12 (p<0,001), entre os tempos hora zero e
24 (p<0,001) e entre os tempos hora 12 e 24 (p<0,001).
Este padrdo se mantém para o grupo tratado com MMC, no
qual existe uma diferenca significativa entre os tempos hora
zero e 12 (p<0,001), entre os tempos hora zero e 24
(p<0,001) e entre os tempos hora 12 e 24 (p< 0,001). Como
demonstrado nas Figuras de 2 a 5, 0 método utilizado na
avaliacdo histopatologica mostrou-se claramente favoravel
a detec¢do de eosindfilos em apoptose.
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Figura 1. IA nas culturas tratadas e ndo tratadas com MMC. IA
(MMC-) refere-se as culturas sem MMC. IA (MMC+) refere-se as
culturas com MMC.
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Figura 2. Corte hispatolégico sem aplicacdo de MMC, no tempo
zero hora. Eosindfilos se apresentam viaveis em sua maioria. Colora-
céo pela HE. Aumento de 1.000X.

Figura 4. Corte hispatolégico sem aplicagdo de MMC, no tempo de
12 horas. Os eosinéfilos mantem-se viaveis em sua maioria, mas al-
guns ja apresentam sinais de apoptose. Coloragéo pela HE. Aumen-
to de 1.000X.

- [

DISCUSSAO

A coloragéo por HE nos permite uma boa identifica-
¢do dos eosindfilos e das mudancas histopatoldgicas relacio-
nadas a apoptose. Como apresentado nas Figuras de 2 a 5,
observam-se claramente a perda do contato celular, a con-
tracdo citoplasmatica e nuclear, além da coalescéncia e
extrusdo nucleares. Foram detectados numerosos corpos
apoptaticos (extrusao citoplasmatica e/ou nuclear) em cor-

zero hora. Como no corte anterior (Figura 2), os eosindéfilos mantem-
se viaveis em sua maioria. Coloracéo pela HE. Aumento de 1.000X.

"N ;ﬂ‘ g,

Figura 5. Corte hispatoldégico com aplicagdo de MMC, no tempo de
12 horas. Os eosindfilos ja mostram evidentes sinais de apoptose.
Nota-se, também, desorganizacdo do tecido conjuntivo. Coloragéo
pela HE. Aumento de 1.000X.

tes de 12 horas com MMC e de 24 horas, com ou sem apli-
cacdo da droga. Esse resultado demonstra que o método
utilizado foi claramente favoréavel ao estudo histopatol4gico
desse tipo de leséo tecidual.?’

A apoptose ou morte celular programada é um pro-
cesso regulador da resposta inflamatdria. Acredita-se que na
PNS eosinofilica a inibi¢do da apoptose determinaria retardo
na remocao tecidual dos eosindéfilos, os quais permaneceri-
am ativados, prolongando a eosinofilia e os danos teciduais.®®
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Trabalhos mostram que altos niveis de IL-5 e GM-
CSF inibem o processo apoptético. Trabalhos de Davidsson,
Anderson e Hellquist (2000)** demonstraram que 0s
eosindfilos, qguando ativados nas PNS eosinofilicas, apresen-
tam o antigeno Fas ativado como primeiro sinal da cascata
apoptética. Dessa forma, a apoptose deveria ser continua-
mente inibida pela producdo de proteinas. Dibbert et al.
(1998)*? mostraram que a IL-5 e 0 GM-CSF estimulavam o
gene Bcl-x_anti-apoptdtico. Por outro lado, a funcao do gene
BAX, pro-apoptotico, ndo se altera diante destas citocinas.

Cox (1995)' e Meagher et al. (1996)°, utilizando
corticosterdides, concluiram que a inibicdo da apoptose ocor-
reria pela producdo de proteinas especificas e ndo pela acdo
direta do GM-CSF. Uma prova da necessidade de producéo
de proteinas para a inibicao da apoptose foi dada por Whyte,
Meagher e Haslett (1991)%, que utilizaram cicloheximidina
e actinomicina-d para induzirem apoptose em eosinéfilos e
neutrofilos.

A MMC é um agente antiblastico alquilante capaz de
inibir a sintese de DNAY e induzir apoptose em células de
tumores géstricos.’® Kim et al. (1999)%° observaram que a
MMC (0,4 mg/ml por cinco minutos) induziu, in vitro, a
apoptose de fibroblastos humanos da capsula de Tenon.

A MMC tem sido largamente utilizada na prevencgado
de processos cicatriciais em diversas areas da medicina.?
Uma simples aplica¢do de MMC, por cinco minutos, a uma
concentracdo de 0,4 mg/ml é capaz de inibir a proliferacéo
de uma cultura de fibroblastos por 35 dias.'® Jang, Song e
Pack (2003)* estudaram a acdo da MMC na concentracao
de 400ug/ml sobre cultura de fibroblastos de membrana
timpanica, concluindo que existe diferenca estatisticamente
significativa na inibicdo da proliferacdo em relacdo ao grupo
controle. Tais estudos ddo suporte ao emprego da MMC na
concentracdo de 0,4 mg/ml na presente pesquisa.

A analise do IA ndo mostrou diferenca significativa no
tempo zero para os grupos tratados ou ndo com MMC (p=
0,189). Em 12 horas houve diferenca estatisticamente signifi-
cativa entre os grupos (p< 0,001). Este resultado reforca a
acdo da MMC como agente alquilante, inibindo a produc¢do
de proteinas e liberando a cascata apopt6tica, 0 que determi-
na alterac6es morfolégicas e morte celular. Essas alteracdes
foram claramente detectadas pelo método histopatolégico.

Na hora 24 ndo houve diferenca significativa entre os
dois grupos, com valor de p= 0,301. Esse fato decorre do
elevado IA presente nos dois grupos. No grupo nao tratado
com MMC, o IA aumentou progressiva e lentamente, ao
contrario do grupo tratado com MMC, no qual houve uma
progressao rapida do 1A nas primeiras 12 horas.

Supbe-se que, como agente alquilante, a MMC blo-
guearia a producdo de proteinas nas células envolvidas, com
suspensdo dos mecanismos anti-apoptéticos e libera¢do dos
mecanismos pré-apoptoticos induzidos na ativagcdo dos
eosindfilos®, mas mantidos em continuo bloqueio pela agéo
de citocinas como GM-CSF e IL-5.%® Sendo assim, apos a

aplicacdo de MMC, teriamos niveis teciduais de GM-CSF mais
baixos, inibindo a ativacdo de novos eosindfilos e liberando
a cascata de apoptose nos eosinofilos atingidos pela dro-
ga.5,7,12

Observou-se, nas culturas em 24 horas do grupo ndo
tratado com MMC, uma alta porcentagem de eosinofilos em
apoptose, igualando-se ao grupo de 24 horas tratado com
MMC. Tal fato se deve provavelmente a auséncia de fatores
de estimulagdo.

CONCLUSOES

Os dados do presente estudo demostraram que a
mitomicina C foi capaz de determinar o aumento do indice
apoptético em culturas de estromas de PNS eosinofilica.
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