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Rhinitis; Introduction: In teenagers with perennial allergic rhinitis, exposure to tobacco cigarette smoke
Allergic; increases the count of eosinophils in the nasal mucosa; the recruitment of eosinophils arises
Tobacco; from the combined action of a number of cellular and molecular signals, including eotaxin.
Chemokine CCL11; Objective: To assess the effect of exposure to tobacco cigarette smoke on the count of immu-
Eosinophils 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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PALAVRAS-CHAVE
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Alérgico;

Tabaco;

Quimiocina CCL11;
Eosinofilos

Introducao

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 Associacdo 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/).

Efeito do tabagismo nas contagens de células imunorreativas a eotaxina-1
e eosinofilos na mucosa nasal em pacientes jovens com rinite alérgica perene

Resumo

Introdugdo: Em adolescentes com rinite alérgica perene, a exposicao a fumaca do cigarro de
tabaco aumenta a contagem de eosinofilos na mucosa nasal. O recrutamento de eosinofilos
surge da acao combinada de alguns sinais celulares e moleculares, inclusive a eotaxina.
Objetivo: Avaliar o efeito da exposicao a fumaca do cigarro de tabaco na contagem de células
imunorreativas a eotaxina-1 e eosinofilos na mucosa nasal de criancas 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 exposicao a fumaca do cigarro de tabaco. Depois de responder a dois questionarios
validados, sobre asma e alergias na infancia e sobre a gravidade dos sintomas nasais, as amostras
de mucosa nasal foram obtidas por meio de raspagem do terco médio das conchas inferiores. Em
seguida, as contagens de células imunorreativas para eotaxina-1 e eosinofilos foram avaliadas
por imuno-histoquimica.

Resultados: Os pacientes com exposicao a fumacga do cigarro de tabaco apresentaram contagens
de células mais elevadas tanto para eotaxina-1 como para eosindfilos em comparacdo com os
pacientes sem exposicao a fumaca, sem correlacdo entre as duas variaveis. No entanto, ambas
as contagens, de eotaxina-1 e eosindfilos foram relacionadas com a razao cotinina/creatinina.
Conclusoes: A exposicao a fumaca do cigarro de tabaco pode aumentar a eotaxina-1 e a con-
tagem de eosindfilos na mucosa nasal de pacientes jovens com rinite alérgica perene.

© 2016 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

pode levar a aumentos paralelos da contagem de eosino-
filos e niveis de eotaxina no lavado nasal, com uma forte

As doencas alérgicas, tais como a asma, a rinite alér- correlacdo entre as duas variaveis.'® Em condicbes naturais

gica e a dermatite atopica, sdo caracterizadas por um
aumento do nimero de eosindfilos no sangue circulante
e a desgranulacdo no tecido alvo é considerada o maior
evento patogénico." O recrutamento de eosindfilos surge da
acao combinada de alguns sinais celulares e moleculares,
inclusive a eotaxina.>* A eotaxina-1 liga-se com elevada afi-
nidade ao receptor 3 de quimiocina CC, que é expressada
por uma variedade de células inflamatérias.“-® O bloqueio
da eotaxina ou CCR3 tem sido proposto como uma nova
abordagem para imunoterapia da alergia.” No entanto, sao
necessarias mais informacdes sobre a interacao entre os
ligantes e os seus receptores.

A rinite alérgica é uma condicdo comum que acomete
pessoas de todas as idades, o pico de prevaléncia na vida
ocorre na adolescéncia.’ Demonstrou-se que, em pacientes
adultos com rinite alérgica, a provocacao alergénica nasal

da doenca, sem provocacao nasal, em comparacao com os
controles, a concentracao de eotaxina-1 no liquido de lava-
gem nasal de pacientes com rinite alérgica é aumentada em
ambas as formas, sazonal ou perene, e esta relacionada com
a percentagem de eosinofilos nas lavagens e da gravidade da
expressao dos sintomas. "

As criancas expostas a fumaga ambiental do tabaco tém
um risco aumentado de desenvolver doencas do trato res-
piratorio. Experiéncias em modelos murinos mostram que
a fumaca do tabaco pode desencadear uma resposta imu-
nitaria exagerada, rapida e prolongada.'>'* Em humanos,
os efeitos da fumaca do tabaco sobre as vias respiratorias
superiores incluem o recrutamento e ativacao de células
inflamatorias.'* Em adolescentes com rinite alérgica perene,
os pacientes expostos a fumaca do cigarro de tabaco, em
comparacao com aqueles sem exposicao, podem apresentar
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Tabela 1 Caracteristicas dos 44 pacientes com rinite alérgica perene: 22 com e 22 sem exposicao a fumaca do tabaco de

cigarro

Variaveis (Média + DP) Exposicao passiva (n=22) Sem exposicao (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 -
indice de massa corporal 20,98 (4,6) 20,44 (3,43) -
Tempo de evolucao clinica (anos) 3,6 +2,1 4,443,3 -
Razao cotinina/creatinina na urina (ng/mg) 25,98 +3,7 11,21 +£2,47 p<0,01
Eotaxina-1 (células imunorreativas por 194 +178 4+7 p=<0,01

milimetro quadrado)
Contagem de eosindfilos (células 198 + 264 18440 p <0,01

imunorreativas por milimetro quadrado)

Alérgenos

Frequéncia (n)

Frequéncia (n)

Dermatophagoides sp.
Acaros domésticos

Sintomas nasais

40% (9)
45% (10)

Frequéncia (n)

50% (11)
36% (8)

Frequéncia (n)

Barata

Obstrucao

Rinorreia

Prurido

Espirro

Escore total (mediana & intervalo)

32% (7)
90% (20)
95,45% (21)
81,81% (18)
86,36% (19)
6 (4-8)

36% (8)
86,36% (19)
95,45% (21)
81,81% (18)
68,18% (15)
6 (4-8)

um aumento da contagem de eosinéfilos na mucosa nasal. '
Em pacientes com asma, o tabagismo aumenta os niveis de
eotaxina.'®

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da
exposicdo a fumaca do cigarro de tabaco nas contagens de
células imunorreativas a eotaxina-1 e eosindfilos na mucosa
nasal de criancas e adolescentes com rinite alérgica perene.

Método
Consideracoées éticas

0 protocolo foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa e Etica
do local e o consentimento informado foi obtido de todos os
pacientes e de seus pais.

Participantes

Participaram 44 pacientes com rinite alérgica perene, todos
moravam na mesma area da Cidade do México. A inclusdo
no estudo foi considerada consecutivamente quando rinite
alérgica perene foi diagnosticada pela primeira vez e os
pacientes nao tinham evidéncias de infeccdo, sinusite, otite
média, polipos nasais, anormalidade anatomica, doenca sis-
témica, doenca pulmonar, asma, dermatite atopica, rinite
alérgica sazonal ou gravidez, nem usavam imunoterapia,
corticosteroides (nasais ou sistémicos), cromolina, trata-
mento anti-inflamatdrio ou antileucotrienos nos trés meses
anteriores a participacdo no estudo.

De acordo com a exposicao a fumaca do cigarro de
tabaco, eles foram classificados em dois grupos, com idade,

peso, indice de massa corporal e tempo de evolucéo clinica
semelhantes (tabela 1):

Grupo | - 22 pacientes expostos a fumaca do cigarro,
entre sete e 19 anos (média & desvio padrao de 12 & 3 anos),
12 do sexo masculino e 10 do feminino.

Grupo Il - 22 pacientes nao expostos a fumaca do cigarro,
entre sete e 17 anos (11,9 £ 3,2 anos), 15 do sexo masculino
e sete do feminino.

Procedimentos

A exposicao ou nao exposicao a fumaca do cigarro foi
determinada por meio da Pesquisa Global de Tabaco na
Juventude'” e pela razdo cotinina/creatinina na urina.'® No
mesmo dia em que os participantes responderam ao questio-
nario, a urina deles foi coletada para avaliagcao de sua razao
cotinina/creatinina. Apenas quando as duas avaliacoes
eram consistentes os pacientes eram incluidos no estudo. A
razao cotinina/creatinina foi avaliada por imunoensaio por
quimioluminescéncia competitivo de fase sélida para coti-
nina (Metabolitos de Nicotina, DPC Franca; Immulite 1000,
DPC, NJ, EUA) e método de Jaffé colorimétrico para creati-
nina (Clinical Chemistry IL Test tm Spinreac, Saint Esteve de
Bas, Espanha; Express Plus, Bayer, Tarrytown NY, EUA). Um
valor de corte de 21,8 ng/mg da relacao cotinina/creatinina
foi usado para identificar a exposicao a fumaca do tabaco.'®

Apos avaliacao clinica, os pacientes responderam a ver-
sdo curta do questionario do Estudo Internacional de Asma
e Alergias na Infancia® e a um questionario validado da gra-
vidade dos sintomas nasais em criangas com rinite alérgica
perene.'® Os sintomas avaliados foram: congestao, espirros,
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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 (maximo=12)." Em
criancas e adolescentes com rinite alérgica perene, esse
questionario mostrou uma consisténcia de 0,89 e repe-
tibilidade de 96%, com um coeficiente de repetibilidade
de 2.7°

Amostras de mucosa nasal foram obtidas por raspa-
gem do terco médio das conchas inferiores (Rhinoprobe
Arlington Scientific Inc., Arlington, TX, EUA) e foram
coradas com coloracdao de Wright-Giemsa. Todas as amos-
tras foram analisadas por imuno-histoquimica, por dois
revisores independentes, em laminas de dez campos cali-
bradas, selecionadas aleatoriamente (Leica, DM750, x 40),
para determinar as contagens de células imunorreativas a
eotaxina-1 e eosinofilos por milimetro 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 (proteina basica maior de
camundongo BMK13, 1:25; Chemicon International, Tame-
cula, CA, EUA), respectivamente.

Analise estatistica

Apos o teste de Kolmogorov-Smirnov, a analise estatistica
foi feita de acordo com a distribuicdo dos dados por
meio do teste t de Student, coeficiente de correlacao de
Pearson e analise de covariancia; valores de p < 0,05 foram
considerados significativos.

Resultados

Manifestacées clinicas dos pacientes

As caracteristicas gerais dos pacientes estdo descritas na
tabela 1. Entre os pacientes com exposicao a fumaca de
tabaco (Grupo |), 21 relataram apenas exposicao passiva e
um relatou tanto a exposicao passiva como ativa. Nos dois
grupos, o nimero de alérgenos positivos no teste cutaneo
(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 | vs. 50% no Grupo Il).
A frequéncia e a gravidade dos sintomas nasais sao des-
critas na tabela 1. Nao houve diferenca entre os grupos,
quer na frequéncia de cada sintoma ou na pontuacéo 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 eosinofilos

Os pacientes com exposicao a fumaca de cigarro apre-
sentaram contagens elevadas de células imunorreativas na
mucosa nasal tanto para eotaxina-1 como eosindfilos, em
comparacao com os pacientes sem exposicao (teste t de
Student, p<0,05) (tabela 1). Embora as duas variaveis nao
tenham mostrado relacao linear entre elas, em todo o grupo,
as contagens de células de eotaxina-1 e eosindfilos foram
relacionadas com a razao de cotinina/creatinina na urina
(coeficiente de Pearson r=0,51 e 0,50, respectivamente,
p<0,001) (fig. 1).

550

450 o

Contagem de eotaxina-1

Razao cotinina/creatinina

B 1100
L]

900
(2}
K]
S 700
c
D
8 L]
% 500 . 0
E L]
@
g
c
S
o

-100
8

Razao cotinina/creatinina

~e. Regressao Confian¢a 95%

Figura 1 Relacdo linear entre a razao cotinina/creatinina na
urina e (A) contagem de células imunorreativas a eotaxina-1, e
(B) contagem de eosindfilos na mucosa nasal dos 44 pacientes
com rinite alérgica perene.

A analise de covariancia mostrou que a relacdo entre
a contagem de células de eotaxina-1 e a razao coti-
nina/creatinina na urina era independente da idade, do
sexo e do indice de massa corporal dos pacientes (p>0,05),
enquanto a relacao entre a contagem de células de eosino-
filos e a razdo cotinina/creatinina na urina foi relacionada
com a idade (B =-0,6, IC 95% 0,89-0,31) e o indice de massa
corporal (B=0,44, IC 95% 0,15-0,74) (modelo total R=0,7,
p <0,001).

Discussao

Os resultados deste estudo mostram evidéncias de que, em
comparacao com criancas e adolescentes sem exposicao
a fumaca do cigarro, aqueles com rinite alérgica perene
expostos a fumaca do tabaco podem ter aumentado a conta-
gem de células imunorreativas em sua mucosa nasal, tanto
de eotaxina-1 quando de eosindfilos, que estao relacionadas
com a sua razao cotinina/creatinina na urina.

Em modelos animais e em seres humanos, varios efeitos
da exposicao a fumaca de tabaco sobre a resposta imune
tém sido descritos,?'"2*, inclusive contagens sanguineas
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modificadas de eosindfilos e mondcitos.?’ No entanto, ndo ha
estudos que tenham avaliado o efeito da exposicao a fumaca
do tabaco sobre a eotaxina-1 em pacientes com rinite alér-
gica. Este estudo mostra que até mesmo a exposicao passiva
a fumaga do tabaco pode aumentar as contagens de célu-
las imunorreativas a eotaxina-1 na mucosa nasal, o que
esta linearmente relacionado com a exposicdao. Assim, em
pacientes com rinite alérgica, a avaliacdo e o controle da
exposicdo a fumaca do tabaco podem contribuir para evitar
mais danos a mucosa nasal.

Curiosamente, a contagem de células imunorreativas de
eotaxina-1 nao foi relacionada com as contagens de eosiné-
filos ou com as caracteristicas dos individuos. Esse achado
pode ser explicado porque a eotaxina-1 liga-se com elevada
afinidade ao receptor 3 de quimiocina CC, que é expresso
por uma variedade de células inflamatorias, inclusive eosi-
nofilos, mastocitos, basofilos e linfocitos T auxiliares de
tipo 2.4°¢ Assim, CCR3-eotaxina sdo expressas nao apenas
em células implicadas na ativacdo ou migracao de eosino-
filos, mas também em varias outras células envolvidas na
inflamacéo alérgica.?®?’

A relacao entre a contagem de eosinofilos e o indice
de massa corporal, observada em todo o grupo de paci-
entes, esta de acordo com relatos prévios, que mostram
uma relacao proporcional entre o indice de massa corpo-
ral e as doencas alérgicas das vias respiratorias.’?2° No
entanto, mais estudos sdao necessarios para entender o seu
significado.

0 achado de uma frequéncia/gravidade semelhante dos
sintomas nasais em pacientes com rinite alérgica expos-
tos ou ndo a fumaca do tabaco pode ter sido relacionada
com a idade dos participantes. As evidéncias sustentam que
criancas e adolescentes com rinite perene frequentemente
sub-relatam seus sintomas nasais.>*3'" Além disso, o cena-
rio do estudo pode ter sido um fator de confusao; todos os
participantes moravam em uma das cidades mais poluidas
do mundo. Como os dois grupos foram expostos de maneira
semelhante a poluicao, eles eram comparaveis, mas os fato-
res ambientais podem ter interferido em seus sintomas.
Varias associagoes intra e inter paises, entre fatores ambi-
entais e prevaléncia de sintoma de rinite persistente, tém
sido relatadas.?>** No Peru®** e no Brasil,* sintomas mais
importantes de asma e rinite foram observados em adoles-
centes urbanos quando comparados com aqueles que vivem
em aldeias rurais.

As evidéncias apontam que os hormonios sexuais sao
propensos a desempenhar um papel importante no desenvol-
vimento e desfecho da resposta imune alérgica.*® Contudo,
este estudo nao foi projetado para explora-lo; a faixa eta-
ria semelhante e a razao homens/mulheres dos dois grupos
possibilitaram comparacdes entre eles e minimizaram uma
possivel influéncia desses fatores sobre os resultados.

As principais limitacdes deste estudo foram o formato
e o tamanho da amostra. O desenho transversal impediu
a discussao de qualquer relacao causal; e o tamanho da
amostra possibilitou identificar apenas as diferencas mais
evidentes, sem afastar outras relacoes possiveis entre as
variaveis do estudo. Embora os critérios de selecao tenham
sido Uteis para controlar a influéncia das principais variaveis
de confusdo (como as doencas inflamatérias concomitantes
e imunoterapia), uma possivel influéncia sobre os resul-
tados de outros potenciais fatores de confusao, como a

ingestdao de alimentos e a exposicao respiratoria a outras
substancias, nao pode ser excluida.

Conclusao

A exposicao a fumaca do cigarro de tabaco pode aumentar a
eotaxina-1 e a contagem de eosinodfilos na mucosa nasal de
pacientes jovens com rinite alérgica perene.
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