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Abstract
Introduction:  In  teenagers  with  perennial  allergic  rhinitis,  exposure  to  tobacco  cigarette  smoke
increases the  count  of  eosinophils  in  the  nasal  mucosa;  the  recruitment  of  eosinophils  arises
from the  combined  action  of  a  number  of  cellular  and  molecular  signals,  including  eotaxin.
Objective:  To  assess  the  effect  of  exposure  to  tobacco  cigarette  smoke  on  the  count  of  immu-
noreactive  cells  to  eotaxin-1  and  eosinophils  on  the  nasal  mucosa  of  children  and  teenagers
with perennial  allergic  rhinitis.
Methods:  In  a  cross-sectional  study,  forty-four  patients  were  evaluated  (aged  7---19  years  old):
22 with  and  22  with  no  exposure  to  tobacco  cigarette  smoke.  After  replying  to  2  validated

questionnaires,  on  Asthma  and  Allergies  in  Childhood  and  on  the  severity  of  nasal  symptoms,
nasal mucosal  samples  were  obtained  by  scraping  the  middle  one-third  of  the  inferior  tur-
binates. Then  counts  of  immunoreactive  cells  to  eotaxin-1  and  eosinophils  were  assessed  by
immunohistochemistry.
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Results:  Patients  with  exposure  to  tobacco  cigarette  smoke  showed  higher  cell  counts  of  both
eotaxin-1 and  eosinophils  than  patients  with  no  exposure  to  the  smoke,  with  no  correlation
between  the  two  variables.  However,  both  counts,  of  eotaxin-1  and  eosinophils,  were  related
to the  cotinine/creatinine  ratio.
Conclusions:  Exposure  to  tobacco  cigarette  smoke  can  increase  eotaxin-1  and  the  count  of
eosinophils  in  the  nasal  mucosa  of  young  patients  with  perennial  allergic  rhinitis.
© 2016  Associação  Brasileira  de  Otorrinolaringologia  e  Cirurgia  Cérvico-Facial.  Published
by Elsevier  Editora  Ltda.  This  is  an  open  access  article  under  the  CC  BY  license  (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Efeito  do  tabagismo  nas  contagens  de  células  imunorreativas  a  eotaxina-1
e  eosinófilos  na  mucosa  nasal  em  pacientes  jovens  com  rinite  alérgica  perene

Resumo
Introdução:  Em  adolescentes  com  rinite  alérgica  perene,  a  exposição  à  fumaça  do  cigarro  de
tabaco aumenta  a  contagem  de  eosinófilos  na  mucosa  nasal.  O  recrutamento  de  eosinófilos
surge da  ação  combinada  de  alguns  sinais  celulares  e  moleculares,  inclusive  a  eotaxina.
Objetivo:  Avaliar  o  efeito  da  exposição  à  fumaça  do  cigarro  de  tabaco  na  contagem  de  células
imunorreativas  a  eotaxina-1  e  eosinófilos  na  mucosa  nasal  de  crianças  e  adolescentes  com  rinite
alérgica perene.
Método:  Em  um  estudo  transversal,  44  pacientes  foram  avaliados  (entre  sete  e  19  anos):  22  com
e 22  sem  exposição  à  fumaça  do  cigarro  de  tabaco.  Depois  de  responder  a  dois  questionários
validados,  sobre  asma  e  alergias  na  infância  e  sobre  a  gravidade  dos  sintomas  nasais,  as  amostras
de mucosa  nasal  foram  obtidas  por  meio  de  raspagem  do  terço médio  das  conchas  inferiores.  Em
seguida, as  contagens  de  células  imunorreativas  para  eotaxina-1  e  eosinófilos  foram  avaliadas
por imuno-histoquímica.
Resultados:  Os  pacientes  com  exposição  à  fumaça  do  cigarro  de  tabaco  apresentaram  contagens
de células  mais  elevadas  tanto  para  eotaxina-1  como  para  eosinófilos  em  comparação  com  os
pacientes  sem  exposição  à  fumaça,  sem  correlação  entre  as  duas  variáveis.  No  entanto,  ambas
as contagens,  de  eotaxina-1  e  eosinófilos  foram  relacionadas  com  a  razão  cotinina/creatinina.
Conclusões:  A  exposição  à  fumaça  do  cigarro  de  tabaco  pode  aumentar  a  eotaxina-1  e  a  con-
tagem de  eosinófilos  na  mucosa  nasal  de  pacientes  jovens  com  rinite  alérgica  perene.
© 2016  Associação  Brasileira  de  Otorrinolaringologia  e  Cirurgia  Cérvico-Facial.  Publicado
por Elsevier  Editora  Ltda.  Este é  um  artigo  Open  Access  sob  uma  licença  CC  BY  (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Introdução

As  doenças alérgicas,  tais  como  a  asma,  a  rinite  alér-
gica  e  a  dermatite  atópica,  são  caracterizadas  por  um
aumento  do  número  de  eosinófilos  no  sangue  circulante
e  a  desgranulação no  tecido  alvo  é  considerada  o  maior
evento  patogênico.1 O  recrutamento  de  eosinófilos  surge  da
ação  combinada  de  alguns  sinais  celulares  e  moleculares,
inclusive  a  eotaxina.2,3 A  eotaxina-1  liga-se  com  elevada  afi-
nidade  ao  receptor  3  de  quimiocina  CC,  que  é  expressada
por  uma  variedade  de  células  inflamatórias.4---6 O  bloqueio
da  eotaxina  ou  CCR3  tem  sido  proposto  como  uma  nova
abordagem  para  imunoterapia  da  alergia.7,8 No  entanto,  são
necessárias  mais  informações  sobre  a  interação  entre  os
ligantes  e  os  seus  receptores.

A rinite  alérgica  é  uma  condição comum  que  acomete

pessoas  de  todas  as  idades,  o  pico  de  prevalência  na  vida
ocorre  na  adolescência.9 Demonstrou-se  que,  em  pacientes
adultos  com  rinite  alérgica,  a  provocação  alergênica  nasal
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ode  levar  a  aumentos  paralelos  da  contagem  de  eosinó-
los  e  níveis  de  eotaxina  no  lavado  nasal,  com  uma  forte
orrelação  entre  as  duas  variáveis.10 Em  condições  naturais
a  doença, sem  provocação  nasal,  em  comparação  com  os
ontroles,  a  concentração  de  eotaxina-1  no  líquido  de  lava-
em  nasal  de  pacientes  com  rinite  alérgica  é aumentada  em
mbas  as  formas,  sazonal  ou  perene,  e  está  relacionada  com

 percentagem  de  eosinófilos  nas  lavagens  e  da  gravidade  da
xpressão  dos  sintomas.11

As  crianças expostas  à  fumaça ambiental  do  tabaco  têm
m  risco  aumentado  de  desenvolver  doenças do  trato  res-
iratório.  Experiências  em  modelos  murinos  mostram  que

 fumaça do  tabaco  pode  desencadear  uma  resposta  imu-
itária  exagerada,  rápida  e  prolongada.12,13 Em  humanos,
s  efeitos  da  fumaça do  tabaco  sobre  as  vias  respiratórias
nflamatórias.14 Em  adolescentes  com  rinite  alérgica  perene,
s  pacientes  expostos  à  fumaça do  cigarro  de  tabaco,  em
omparação  com  aqueles  sem  exposição,  podem  apresentar
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Tabela  1  Características  dos  44  pacientes  com  rinite  alérgica  perene:  22  com  e  22  sem  exposição  a  fumaça  do  tabaco  de
cigarro

Variáveis  (Média  ±  DP)  Exposição  passiva  (n  =  22)  Sem  exposição  (n  =  22)  p  ≤  0,05

Idade  (anos)  12,09  ±  3,0  11,9  ±  3,2  ---
Peso (Kg)  47,09  ±  14,99  44,46  ±  15,48  ---
Altura (m)  1,48  ±  0,13  1,45  ±  0,16  ---
Índice de  massa  corporal  20,98  (4,6)  20,44  (3,43)  ---
Tempo de  evolução  clínica  (anos)  3,6  ±  2,1  4,4  ±  3,3  ---
Razão cotinina/creatinina  na  urina  (ng/mg)  25,98  ±  3,7  11,21  ±  2,47  p  ≤  0,01
Eotaxina-1 (células  imunorreativas  por

milímetro  quadrado)
194  ±  178  4  ±  7  p  ≤  0,01

Contagem de  eosinófilos  (células
imunorreativas  por  milímetro  quadrado)

198  ±  264 18  ±  40 p  ≤  0,01

Alérgenos Frequência  (n)  Frequência  (n)

Dermatophagoides  sp.  40%  (9)  50%  (11)  ---
Ácaros domésticos  45%  (10)  36%  (8)  ---

Sintomas nasais  Frequência  (n)  Frequência  (n)

Barata  32%  (7)  36%  (8)  ---
Obstrução 90% (20) 86,36%  (19)  ---
Rinorreia 95,45%  (21)  95,45%  (21)  ---
Prurido 81,81%  (18) 81,81%  (18)  ---
Espirro 86,36%  (19) 68,18%  (15) ---
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m  aumento  da  contagem  de  eosinófilos  na  mucosa  nasal.15

m  pacientes  com  asma,  o  tabagismo  aumenta  os  níveis  de
otaxina.16

O  objetivo  deste  estudo  foi  avaliar  a  influência  da
xposição  à  fumaça do  cigarro  de  tabaco  nas  contagens  de
élulas  imunorreativas  a  eotaxina-1  e  eosinófilos  na  mucosa
asal  de  crianças e  adolescentes  com  rinite  alérgica  perene.

étodo

onsiderações éticas

 protocolo  foi  aprovado  pela  Comissão  de  Pesquisa  e  Ética
o  local  e  o  consentimento  informado  foi  obtido  de  todos  os
acientes  e  de  seus  pais.

articipantes

articiparam  44  pacientes  com  rinite  alérgica  perene,  todos
oravam  na  mesma  área  da  Cidade  do  México.  A  inclusão

o  estudo  foi  considerada  consecutivamente  quando  rinite
lérgica  perene  foi  diagnosticada  pela  primeira  vez  e  os
acientes  não  tinham  evidências  de  infecção, sinusite,  otite
édia,  pólipos  nasais,  anormalidade  anatômica,  doença sis-

êmica,  doença pulmonar,  asma,  dermatite  atópica,  rinite
lérgica  sazonal  ou  gravidez,  nem  usavam  imunoterapia,
orticosteroides  (nasais  ou  sistêmicos),  cromolina,  trata-

ento  anti-inflamatório  ou  antileucotrienos  nos  três  meses

nteriores  à  participação  no  estudo.
De  acordo  com  a  exposição  à  fumaça do  cigarro  de

abaco,  eles  foram  classificados  em  dois  grupos,  com  idade,

s
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6  (4-8) ---

eso,  índice  de  massa  corporal  e  tempo  de  evolução  clínica
emelhantes  (tabela  1):

Grupo  I  ---  22  pacientes  expostos  a  fumaça do  cigarro,
ntre  sete  e  19  anos  (média  ±  desvio  padrão  de  12  ±  3  anos),
2  do  sexo  masculino  e  10  do  feminino.

Grupo  II  ---  22  pacientes  não  expostos  a  fumaça do  cigarro,
ntre  sete  e  17  anos  (11,9  ±  3,2  anos),  15  do  sexo  masculino

 sete  do  feminino.

rocedimentos

 exposição  ou  não  exposição  a  fumaça do  cigarro  foi
eterminada  por  meio  da  Pesquisa  Global  de  Tabaco  na
uventude17 e  pela  razão  cotinina/creatinina  na  urina.18 No
esmo  dia  em  que  os  participantes  responderam  ao  questio-

ário,  a  urina  deles  foi  coletada  para  avaliação  de  sua  razão
otinina/creatinina.  Apenas  quando  as  duas  avaliações
ram  consistentes  os  pacientes  eram  incluídos  no  estudo.  A
azão  cotinina/creatinina  foi  avaliada  por  imunoensaio  por
uimioluminescência  competitivo  de  fase  sólida  para  coti-
ina  (Metabólitos  de  Nicotina,  DPC  França; Immulite  1000,
PC,  NJ,  EUA)  e  método  de  Jaffé  colorimétrico  para  creati-
ina  (Clinical  Chemistry  IL  Test  tm  Spinreac,  Saint  Esteve  de
as,  Espanha;  Express  Plus,  Bayer,  Tarrytown  NY,  EUA).  Um
alor  de  corte  de  21,8  ng/mg  da  relação cotinina/creatinina
oi  usado  para  identificar  a  exposição  à fumaça do  tabaco.18

Após  avaliação  clínica,  os  pacientes  responderam  à  ver-

ão  curta  do  questionário  do  Estudo  Internacional  de  Asma

 Alergias  na  Infância9 e  a  um  questionário  validado  da  gra-
idade  dos  sintomas  nasais  em  crianças com  rinite  alérgica
erene.19 Os  sintomas  avaliados  foram:  congestão,  espirros,
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Figura  1  Relação  linear  entre  a  razão  cotinina/creatinina  na
urina e  (A)  contagem  de  células  imunorreativas  a  eotaxina-1,  e
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prurido  e  rinorreia.  A  gravidade  de  cada  sintoma  foi  avaliada
pelo  paciente  como  ausente  (0),  leve  (1),  moderada  (2)  ou
grave  (3).  O  escore  total  de  sintomas  foi  calculado  como
a  soma  de  cada  escore  de  sintomas  (máximo  =  12).19 Em
crianças  e  adolescentes  com  rinite  alérgica  perene,  esse
questionário  mostrou  uma  consistência  de  0,89  e  repe-
tibilidade  de  96%,  com  um  coeficiente  de  repetibilidade
de  2.20

Amostras  de  mucosa  nasal  foram  obtidas  por  raspa-
gem  do  terço  médio  das  conchas  inferiores  (Rhinoprobe
Arlington  Scientific  Inc.,  Arlington,  TX,  EUA)  e  foram
coradas  com  coloração  de  Wright-Giemsa.  Todas  as  amos-
tras  foram  analisadas  por  imuno-histoquímica,  por  dois
revisores  independentes,  em  lâminas  de  dez  campos  cali-
bradas,  selecionadas  aleatoriamente  (Leica,  DM750,  ×  40),
para  determinar  as  contagens  de  células  imunorreativas  a
eotaxina-1  e  eosinófilos  por  milímetro  quadrado,  com  o  uso
de  ligando  11  (eotaxina  EPR5825;  Gene-Tex  Irving,  CA,  EUA)
de  quimiocina  de  anticorpo  monoclonal  de  coelho  (C-C  mtif)
e  anticorpos  monoclonais  murinos  (proteína  básica  maior  de
camundongo  BMK13,  1:25;  Chemicon  International,  Tame-
cula,  CA,  EUA),  respectivamente.

Análise  estatística

Após  o  teste  de  Kolmogorov-Smirnov,  a  análise  estatística
foi  feita  de  acordo  com  a  distribuição  dos  dados  por
meio  do  teste  t  de  Student,  coeficiente  de  correlação  de
Pearson  e  análise  de  covariância;  valores  de  p  ≤  0,05  foram
considerados  significativos.

Resultados

Manifestações clínicas  dos  pacientes

As  características  gerais  dos  pacientes  estão  descritas  na
tabela  1.  Entre  os  pacientes  com  exposição  a  fumaça de
tabaco  (Grupo  I),  21  relataram  apenas  exposição  passiva  e
um  relatou  tanto  a  exposição  passiva  como  ativa.  Nos  dois
grupos,  o  número  de  alérgenos  positivos  no  teste  cutâneo
(AllerStand,  Cidade  do  México;  diretrizes  do  IRC  de  1994)
foi  de  1  a  13  (mediana  3)  e  o  alérgeno  mais  frequente  foi
Dermatophagoides  sp  (40%  no  grupo  I  vs.  50%  no  Grupo  II).

A  frequência  e  a  gravidade  dos  sintomas  nasais  são  des-
critas  na  tabela  1.  Não  houve  diferença  entre  os  grupos,
quer  na  frequência  de  cada  sintoma  ou  na  pontuação  total
(mediana  6,  nos  dois  grupos).  O  sintoma  mais  frequente  foi
rinorreia,  relatada  por  95%  dos  pacientes  nos  dois  grupos.

Contagem  de  células  imunorreativas  de  eotaxina-1
e  eosinófilos
Os  pacientes  com  exposição  a  fumaça de  cigarro  apre-
sentaram  contagens  elevadas  de  células  imunorreativas  na
mucosa  nasal  tanto  para  eotaxina-1  como  eosinófilos,  em
comparação  com  os  pacientes  sem  exposição  (teste  t  de
Student,  p  <  0,05)  (tabela  1).  Embora  as  duas  variáveis  não
tenham  mostrado  relação linear  entre  elas,  em  todo  o  grupo,

as  contagens  de  células  de  eotaxina-1  e  eosinófilos  foram
relacionadas  com  a  razão  de  cotinina/creatinina  na  urina
(coeficiente  de  Pearson  r  =  0,51  e  0,50,  respectivamente,
p  <  0,001)  (fig.  1).

c

d
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B) contagem  de  eosinófilos  na  mucosa  nasal  dos  44  pacientes
om rinite  alérgica  perene.

A  análise  de  covariância  mostrou  que  a  relação entre
 contagem  de  células  de  eotaxina-1  e  a  razão  coti-
ina/creatinina  na  urina  era  independente  da  idade,  do
exo  e  do  índice  de  massa  corporal  dos  pacientes  (p  >  0,05),
nquanto  a  relação entre  a  contagem  de  células  de  eosinó-
los  e  a  razão  cotinina/creatinina  na  urina  foi  relacionada
om  a  idade  (�  =  -0,6,  IC  95%  0,89-0,31)  e  o  índice  de  massa
orporal  (�  = 0,44,  IC  95%  0,15-0,74)  (modelo  total  R  =  0,7,

 <0,001).

iscussão

s  resultados  deste  estudo  mostram  evidências  de  que,  em
omparação  com  crianças e adolescentes  sem  exposição

 fumaça do  cigarro,  aqueles  com  rinite  alérgica  perene
xpostos  à  fumaça do  tabaco  podem  ter  aumentado  a  conta-
em  de  células  imunorreativas  em  sua  mucosa  nasal,  tanto
e  eotaxina-1  quando  de  eosinófilos,  que  estão  relacionadas

om  a  sua  razão  cotinina/creatinina  na  urina.

Em  modelos  animais  e  em  seres  humanos,  vários  efeitos
a  exposição  a  fumaça de  tabaco  sobre  a  resposta  imune
êm  sido  descritos,21---24,  inclusive  contagens  sanguíneas
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odificadas  de  eosinófilos  e  monócitos.25 No  entanto,  não  há
studos  que  tenham  avaliado  o  efeito  da  exposição  a  fumaça
o  tabaco  sobre  a  eotaxina-1  em  pacientes  com  rinite  alér-
ica.  Este  estudo  mostra  que  até  mesmo  a  exposição  passiva

 fumaça do  tabaco  pode  aumentar  as  contagens  de  célu-
as  imunorreativas  à  eotaxina-1  na  mucosa  nasal,  o  que
stá  linearmente  relacionado  com  a  exposição.  Assim,  em
acientes  com  rinite  alérgica,  a  avaliação  e  o controle  da
xposição  à  fumaça do  tabaco  podem  contribuir  para  evitar
ais  danos  à  mucosa  nasal.
Curiosamente,  a  contagem  de  células  imunorreativas  de

otaxina-1  não  foi  relacionada  com  as  contagens  de  eosinó-
los  ou  com  as  características  dos  indivíduos.  Esse  achado
ode  ser  explicado  porque  a  eotaxina-1  liga-se  com  elevada
finidade  ao  receptor  3  de  quimiocina  CC,  que  é  expresso
or  uma  variedade  de  células  inflamatórias,  inclusive  eosi-
ófilos,  mastócitos,  basófilos  e  linfócitos  T  auxiliares  de
ipo  2.4---6 Assim,  CCR3-eotaxina  são  expressas  não  apenas
m  células  implicadas  na  ativação ou  migração  de  eosinó-
los,  mas  também  em  várias  outras  células  envolvidas  na

nflamação  alérgica.26,27

A  relação entre  a  contagem  de  eosinófilos  e  o  índice
e  massa  corporal,  observada  em  todo  o  grupo  de  paci-
ntes,  está  de  acordo  com  relatos  prévios,  que  mostram
ma  relação proporcional  entre  o  índice  de  massa  corpo-
al  e  as  doenças alérgicas  das  vias  respiratórias.15,28,29 No
ntanto,  mais  estudos  são  necessários  para  entender  o  seu
ignificado.

O achado  de  uma  frequência/gravidade  semelhante  dos
intomas  nasais  em  pacientes  com  rinite  alérgica  expos-
os  ou  não  à  fumaça do  tabaco  pode  ter  sido  relacionada
om  a  idade  dos  participantes.  As  evidências  sustentam  que
rianças  e  adolescentes  com  rinite  perene  frequentemente
ub-relatam  seus  sintomas  nasais.30,31 Além  disso,  o  cená-
io  do  estudo  pode  ter  sido  um  fator  de  confusão;  todos  os
articipantes  moravam  em  uma  das  cidades  mais  poluídas
o  mundo.  Como  os  dois  grupos  foram  expostos  de  maneira
emelhante  à  poluição,  eles  eram  comparáveis,  mas  os  fato-
es  ambientais  podem  ter  interferido  em  seus  sintomas.
árias  associações  intra  e  inter  países,  entre  fatores  ambi-
ntais  e prevalência  de  sintoma  de  rinite  persistente,  têm
ido  relatadas.32,33 No  Peru34 e  no  Brasil,35 sintomas  mais
mportantes  de  asma  e  rinite  foram  observados  em  adoles-
entes  urbanos  quando  comparados  com  aqueles  que  vivem
m  aldeias  rurais.

As  evidências  apontam  que  os  hormônios  sexuais  são
ropensos  a  desempenhar  um  papel  importante  no  desenvol-
imento  e  desfecho  da  resposta  imune  alérgica.36 Contudo,
ste  estudo  não  foi  projetado  para  explorá-lo;  a  faixa  etá-
ia  semelhante  e  a  razão  homens/mulheres  dos  dois  grupos
ossibilitaram  comparações  entre  eles  e  minimizaram  uma
ossível  influência  desses  fatores  sobre  os  resultados.

As  principais  limitações  deste  estudo  foram  o formato
 o  tamanho  da  amostra.  O  desenho  transversal  impediu

 discussão  de  qualquer  relação causal;  e  o  tamanho  da
mostra  possibilitou  identificar  apenas  as  diferenças  mais
videntes,  sem  afastar  outras  relações possíveis  entre  as
ariáveis  do  estudo.  Embora  os  critérios  de  seleção tenham
ido  úteis  para  controlar  a  influência  das  principais  variáveis

e  confusão  (como  as  doenças inflamatórias  concomitantes

 imunoterapia),  uma  possível  influência  sobre  os  resul-
ados  de  outros  potenciais  fatores  de  confusão,  como  a
Montaño-Velázquez  BB  et  al.

ngestão  de  alimentos  e  a  exposição  respiratória  a  outras
ubstâncias,  não  pode  ser  excluída.

onclusão

 exposição  à  fumaça do  cigarro  de  tabaco  pode  aumentar  a
otaxina-1  e  a  contagem  de  eosinófilos  na  mucosa  nasal  de
acientes  jovens  com  rinite  alérgica  perene.
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