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Abstract
Introduction:  Chronic  rhinosinusitis  with  nasal  polyps  is  a  heterogeneous  disease  and  appropri-
ate diagnostic  algorithms  in  individual  cases  are  necessary  for  effective  medical  treatment.
Objective:  The  purpose  of  this  study  was  to  clarify  the  relationship  between  the  pendrin  expres-
sion of  nasal  polyps  and  clinical  and  pathological  characteristic  features  of  eosinophilic  chronic
rhinosinusitis.
Methods: A  total  of  68  patients  were  classified  into  eosinophilic  chronic  rhinosinusitis  or  non-
eosinophilic  chronic  rhinosinusitis  groups  according  to  the  degree  of  eosinophilic  infiltration  into
the nasal  polyps.  Clinical,  hematological,  and  immunohistochemical  analyses  were  performed
and statistically  compared  between  both  groups.
Results:  Thirty-eight  were  classified  into  eosinophilic  chronic  rhinosinusitis  and  30  into  non-
eosinophilic  chronic  rhinosinusitis  groups.  There  were  no  significant  differences  in  age
distribution,  sex  ratio,  prevalence  of  asthma,  or  any  other  complications  between  the  groups.
The mean  Lund---Mackay  score  and  the  number  of  serum  eosinophils  was  significantly  higher  in
the eosinophilic  chronic  rhinosinusitis  than  in  the  non-eosinophilic  chronic  rhinosinusitis  groups.

The pendrin  expression  was  more  frequently  detected  in  the  epithelial  surface  layer  of  nasal
polyps in  the  eosinophilic  chronic  rhinosinusitis  than  in  the  non-eosinophilic  chronic  rhinosi-

nusitis groups.  In  addition,  mucin  5AC  was  more  widely  expressed  in  the  eosinophilic  chronic
rhinosinusitis  than  in  the  non-eosinophilic  chronic  rhinosinusitis.
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Conclusion:  Increased  expression  of  pendrin  and  mucin  5AC  in  the  nasal  polyps  would  be  asso-
ciated with  development  of  eosinophilic  chronic  rhinosinusitis.  This  finding  could  allow  the
development  of  a  novel  therapeutic  agent  targeted  specifically  to  patients  with  eosinophilic
chronic rhinosinusitis.
© 2018  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/).

PALAVRAS-CHAVE
Rinossinusite  crônica;
Pendrina;
MUC5AC;
Eosinófilo;
Pólipo  nasal

Expressão  aumentada  de  pendrina  na  rinossinusite  crônica  eosinofílica  com  pólipos

Resumo
Introdução:  A  rinossinusite  crônica  com  pólipos  nasais  é  uma  doença  heterogênea  e  algorit-
mos diagnósticos  apropriados  em  casos  individuais  são  necessários  para  um  tratamento  médico
eficaz.
Objetivo:  O  objetivo  deste  estudo  foi  esclarecer  a  relação  entre  a  expressão  da  pendrina  de
pólipos nasais  e  propriedades  clínicas  e  patológicas  características  da  rinossinusite  crônica
eosinofílica.
Método: Um  total  de  68  pacientes  foram  classificados  como  tendo  rinossinusite  crônica  eosino-
fílica ou  rinossinusite  crônica  não  eosinofílica  de  acordo  com  o  grau  de  infiltração  eosinofílica
nos pólipos  nasais.  Análises  clínicas,  hematológicas  e  imunohistoquímicas  foram  realizadas  e
comparadas  estatisticamente  entre  os  dois  grupos.
Resultados:  Entre  os  pacientes,  38  apresentavam  rinossinusite  crônica  eosinofílica  e  constituí-
ram o  grupo  1;  30  tinham  rinossinusite  crônica  não  eosinofílica  e  constituíram  o  grupo  2.  Não
houve diferenças  significantes  na  distribuição  etária,  razão  entre  os  sexos,  prevalência  de  asma
ou qualquer  outra  complicação  entre  os  grupos.  O  escore  médio  de  Lund-Mackay  e  o  número
de eosinófilos  séricos  foram  significantemente  maiores  no  grupo  com  rinossinusite  crônica  eosi-
nofílica do  que  no  grupo  com  rinossinusite  crônica  não  eosinofílica.  A  expressão  da  pendrina
foi mais  frequentemente  detectada  na  camada  epitelial  superficial  dos  pólipos  nasais  na  rinos-
sinusite  crônica  eosinofílica  do  que  no  grupo  com  rinossinusite  crônica  não  eosinofílica.  Além
disso, mucina  5AC  foi  mais  amplamente  expressa  na  rinossinusite  crônica  eosinofílica  do  que
na rinossinusite  crônica  não  eosinofílica.
Conclusão:  O  aumento  da  expressão  da  pendrina  e  mucina  5AC  nos  pólipos  nasais  estaria  asso-
ciado ao  desenvolvimento  de  rinossinusite  crônica  eosinofílica.  Esse  achado  pode  permitir  o
desenvolvimento  de  um  novo  agente  terapêutico  voltado  especificamente  para  pacientes  com
rinossinusite  crônica  eosinofílica.
© 2018  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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asma  brônquica  e  na  doença pulmonar  obstrutiva  crônica.7
Introdução

A  rinossinusite  crônica  (RSC)  é  definida  como  um  processo
inflamatório  da  cavidade  nasal  e  dos  seios  paranasais  com
duração  de  mais  de  12  semanas,  que  provoca  bloqueio,
obstrução,  congestão  e  secreção nasais.1 A  RSC  é  geralmente
dividida  em  dois  subgrupos:  com  (RSCcPN)  e  sem  (RSCsPN)
pólipos  nasais.  Embora  haja  uma  considerável  sobreposição
entre  essas  duas  formas  de  RSC,  muitos  estudos  observaram
diferenças  nos  respectivos  perfis  inflamatórios  e  no  desfecho
do  tratamento.  Além  disso,  a  RSCcPN  pode  ser  subdividida
em  rinossinusite  crônica  eosinofílica  (RSCE)  e  neutrofílica
(RSC  não  E),  de  acordo  com  o  grau  de  infiltração  eosinofílica
nos  pólipos  nasais.2 A  RSCE  é  caracterizada  por  polarização

de  Th2  e  expressão  acentuada  das  interleucinas  (IL)-4,  IL-5
e  IL-13.3,4 Por  outro  lado,  o  tipo  RSC  não  E  exibe  inflamação
de  células  T  CD8+,  na  qual  o  recrutamento  de  neutrófilos

A
à
d

 mediado  por  IL-1�, IFN-�, TGF-�1, IL-8,  IL-10  e  IL-17.
omo  ambos  os  subgrupos  têm  uma  capacidade  de  resposta

 um  prognóstico  muito  distintos,  diferentes  tratamentos
édicos  têm  sido  sugeridos  para  os  respectivos  pacientes.

ortanto,  algoritmos  diagnósticos  apropriados  em  casos  indi-
iduais  devem  ser  desenvolvidos  para  um  tratamento  médico
ficaz.5

A  expressão  e  a  função  do  trocador  aniônico,  pendrina
SLC26A4),  têm  sido  analisadas  principalmente  na  orelha
nterna,  no  rim  e  na  tireoide.  Entretanto,  dados  recentes
ndicam  que  a  pendrina  também  é  expressa  no  epitélio  brôn-
uico  e  nasal  após  exposição  a  IL-4  e  IL-13.6---8 A  expressão  da
endrina  nas  células  epiteliais  brônquicas  é  up-regulada  na
mbas  as  doenças envolvem  inflamação  respiratória,  levam
 destruição/remodelação tecidual  e  diminuição  da  função
as  vias  aéreas.  Vários  estudos  indicam  que  o  aumento  da
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xpressão  e/ou  atividade  da  pendrina  pode  contribuir  para
ua  patogênese.9 A  pendrina  expressa  em  células  epiteliais
asais  também  pode  estar  associada  à  inflamação,  produção
e  muco  e  diminuição  da  clearance  mucociliar  sob  algumas
ondições  patológicas.6,10 O  nível  de  expressão  da  pendrina

 maior  nos  pólipos  nasais  do  que  no  processo  uncinado  reti-
ado  de  pacientes  com  RSC.6 No  entanto,  não  se  sabe  quão
iferente  é  o  nível  ou  padrão  de  expressão  da  pendrina  em
acientes  com  RSCE  e  RSC  não  E.  Neste  estudo,  apresen-
amos  a  associação  entre  o  tipo  de  RSC  e  a  expressão  da
endrina  em  pólipos  nasais  de  pacientes  e  propomos  um
ovo  mecanismo  patológico  subjacente  ao  desenvolvimento
e  RSCE.

acientes e método

acientes

ma  revisão  retrospectiva  foi  feita  para  avaliar  pacien-
es  com  cirurgia  endoscópica  do  sinusal  no  Departamento
e  Otorrinolaringologia  de  abril  de  2011  a  março de  2016.
oram  identificados  68  pacientes  com  base  em  seus  registros
édicos.  A  RSCcPN  foi  diagnosticada  segundo  os  sintomas

línicos  (rinorreia  anterior  e/ou  posterior,  obstrução  nasal  e
iminuição  do  olfato)  com  duração de  mais  de  12  semanas,
lém  de  endoscopia  nasal  e  tomografia  computadorizada
TC)  das  cavidades  paranasais.1 Não  houve  casos  associados

 doenças de  base  que  levassem  à  RSC  secundária,  como
ranulomatose  de  Wegener,  sarcoidose,  fibrose  cística  ou
munodeficiência  sistêmica.  Pelo  menos  um  mês  antes  da
irurgia,  nenhum  paciente  foi  tratado  com  esteroides  orais
u  nasais.  Todos  os  pacientes  foram  submetidos  a  tomogra-
a  computadorizada  (TC),  que  foi  avaliada  de  acordo  com  o
istema  de  pontuação  de  Lund-MacKay11 por  dois  otorrinola-
ingologistas  cegados  para  a  informação  clínica.  Este  estudo
oi  aprovado  pelo  conselho  de  ética  institucional  de  nosso
ospital  (número  de  aprovação  488)  e  consentimento  livre  e
nformado  por  escrito  foi  obtido  de  todos  os  pacientes.

valiação  das  contagens  de  eosinófilos  no  sangue  e
os tecidos

 contagem  de  eosinófilos  no  sangue  no  período  pré-
operatório  foi  feita  em  todos  os  pacientes.  Os  pólipos  nasais
oram  fixados  em  formalina  a  10%,  embebidos  em  cera  de
arafina,  processados  de  maneira  rotineira  e  então  prepa-
ados  como  cortes  semifinos  de  rotina  (3,0  �m).  A  coloração
om  hematoxilina  e  eosina  foi  feita  para  detectar  eosinofi-
ia  tecidual.  O  número  de  eosinófilos  em  cada  amostra  de
ecido  foi  contado  em  três  campos  que  continham  o  maior
rau  de  infiltração  celular  com  o  uso  de  microscopia  óptica
aumento  de  400  ×)  e  as  amostras  foram  classificadas  em
SCE  ou  RSC  não  E  de  acordo  com  o  grau  (70  células  por
ampo)  de  infiltração  eosinofílica.2

nálise  imuno-histoquímica
ara  a  imunocoloração,  os  cortes  foram  reidratados  com
ma  série  de  álcoois  e  tratamento  térmico  com  um  forno
e  micro-ondas  foi  feito  em  tampão  de  ácido  cítrico  em
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H  6,0  por  15  min,  seguido  por  resfriamento  pelo  ar  por  20
inutos.  O  tratamento  com  peróxido  de  hidrogênio  (H2O2)

oi  então  feito  por  10  min  para  inativar  a  peroxidase  endó-
ena.  Anticorpo  monoclonal  antipendrina  de  camundongo
código  K0143-3;  MBL,  Nagoya,  Japão)  e  anticorpo  policlo-
al  anti-MUC5AC  (código  NCL-MUC-5AC;  Leica  Biosystems,
ewcastle,  Inglaterra)  foram  adicionados  aos  cortes  e  a
eação  ocorreu  em  uma  câmara  de  umidade  à  tempera-
ura  ambiente  durante  1,5  h.  Após  a  lavagem  em  solução
ampão  fosfato  durante  30  min,  foi  feito  um  método  poli-
érico  à  temperatura  ambiente  com  um  kit  Novo  Link

olymer  (Leica  Micro-systems,  Tóquio,  Japão).  Finalmente,
 visualização  foi  feita  com  3,3’-diaminobenzidina  (inclu-
ive  o  kit),  com  contracoloração pela  hematoxilina  e,  em
eguida,  a  desidratação  e  o  uso  de  lamínulas.  A  presença
u  ausência  de  expressão  da  pendrina  foi  avaliada  qualita-
ivamente  e  as  áreas  de  expressão  positivas  para  MUC5AC
oram  avaliadas  pela  média  dos  três  principais  campos  em
ermos  da  abundância  de  sua  expressão  (ampliação  de  ×400,
,575  mm2) e  calculada  quantitativamente  pelo  software
mage  J.12 Essas  avaliações  foram  feitas  sem  dados  clínicos
u  outros  dados  patológicos.

nálises  estatísticas

s  dados  foram  expressos  como  média  ±  DP,  conforme  apro-
riado.  As  análises  estatísticas  foram  avaliadas  por  meio  do
oeficiente  de  correlação  de  Pearson,  teste  do  �2 e  teste  t  de
tudent.  Um  valor  de  p  <  0,05  foi  considerado  significativo.

esultados

aracterísticas  clínicas  dos  pacientes

 grupo  de  estudo  incluiu  44  homens  (65%)  e  24  mulhe-
es  (35%).  A  média  foi  de  56,2  anos  (18  a  87).  Entre  eles,
8  pacientes  (55,9%)  foram  diagnosticados  com  RSCE  e  30
44,1%)  como  RSC  não  E,  por  achado  histológico.  Oito  paci-
ntes  (21,1%)  no  grupo  RSCE  e  3  (10,0%)  no  grupo  RSC  não

 apresentavam  asma  concomitante.  Não  houve  diferenças
ignificativas  entre  os  dois  grupos  na  distribuição  de  idade,
azão  entre  os  sexos,  prevalência  de  asma  ou  qualquer
utra  complicação  (tabela  1).  A  contagem  média  de  eosi-
ófilos  no  sangue  no  período  pré-operatório  foi  de  400  ±
17  células/�L  no  grupo  RSCE  (7,07%  ±  4,01%)  e  116  ±  97
élulas/�L  no  grupo  RSC  não  E  (1,85%  ±  1,43%),  significati-
amente  menor  do  que  no  grupo  RSCE  (p  <  0,01)  (tabela  1).
s  escores  médios  de  Lund-Mackay  foram  11,3  ±  5,3  e  9,1  ±
,8,  respectivamente,  sugeriram  que  os  pacientes  com  RSCE
ram  mais  propensos  a  apresentar  doença sinusal  extensa
tabela  1).  Além  disso,  cada  escore  foi  positivamente  cor-
elacionado  com  a  contagem  de  eosinófilos  no  sangue  para
mbos  os  grupos  (fig.  1).

xpressão  de  pendrina  e  MUC5AC
izemos  a  análise  imuno-histoquímica  para  determinar  a
istribuição  de  pendrina  nos  pólipos  nasais.  A  expressão
e  pendrina  foi  detectada  nas  células  epiteliais  superfici-
is  do  pólipo  nasal  em  20  (52,6%)  amostras  do  grupo  RSCE
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Tabela  1  Dados  comparativos  entre  RSCE  e  RSC  não  E

RSCE  RSC  não  E  p-valor

Total 38  30
Idade (anos)  57,5  54,5  0,42
Sexo (masculino/feminino)  28/10  16/14  0,14
Asma 8  (21,1%)  3  (10,0%)  0,21
Leucócitos totais  (cél/�L)  5967  ±  1603  6323  ±  1855  0,40
Eosinófilos no  sangue  (cél/�L)  400  ±  217  116  ±  97  <  0,01
Eosinófilos no  sangue  (%)  7,07  ±  4,01  1,85  ±  1,43  <  0,005
Escores de  Lund-Mackay  11,3  ±  5,3  9,1  ±  5,8  <  0,05
Expressão de  pendrina  (n) 20  (52,6%) 6  (20,0%) <  0,05
Expressão de  MUC5AC  (mm2/campo) 0,090  
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Figura  1  Contagem  de  eosinófilos  no  sangue  correlacionada
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estatisticamente  com  o  escore  de  Lund-Mackay  para  os  grupos
RSCE (A)  e  RSC  não  E  (B),  respectivamente.

e  6  (20,0%)  do  grupo  RSC  não  E.  Houve  diferença  significa-
tiva  entre  os  dois  grupos  (p  <  0,05)  (tabela  1,  fig.  2  B  e  E).
A  média  da  área  de  expressão  de  MUC5AC  foi  significativa-
mente  maior  no  grupo  RSCE  (0,090  mm2/campo)  do  que  no
grupo  RSC  não  E  (0,048  mm2/campo;  p  <  0,01),  sugeriu  que

a  secreção mucosa  seria  mais  ativada  nos  pólipos  do  grupo
RSCE.  No  entanto,  os  níveis  de  expressão  de  pendrina  ou
MUC5AC  também  não  foram  correlacionados  com  as  conta-
gens  de  eosinófilos  no  sangue  ou  escores  de  Lund-Mackay.

s
p
fi
d

0,048  <  0,01

iscussão

 pendrina  é  expressa  em  uma  distribuição  tecidual  res-
rita  que  inclui  a  orelha  interna,  a  tireoide,  o  rim,  o
ulmão  e  vários  outros  órgãos.13 A  redução da  expressão
a  pendrina  resulta  em  perda  auditiva,  bócio  e  aumento
o  aqueduto  vestibular,  denominada  síndrome  de  Pendred.
e  modo  inverso,  o  aumento  da  expressão  da  pendrina  está
elacionado  a  doenças do  trato  respiratório  inferior,  inclu-
ive  asma  brônquica  e  doença pulmonar  obstrutiva  crônica.

 patogênese  da  asma  envolve  principalmente  a  ativação
e  eosinófilos  e  células  T  CD4+,  com  inflamação  downs-
ream  mediada  principalmente  por  citocinas  do  tipo  Th2
IL-3,  IL-4,  IL-5,  IL-9,  IL-13  e  fator  estimulante  de  colônias
e  granulócitos  e  macrófagos).  A  exposição  à  IL-13  induz

 hiperresponsividade  das  vias  aéreas,  eosinofilia  aguda  e
rodução  de  IgE  e  muco.  A  IL-13  aumenta  a  expressão  do
NAm  de  SLC26A4  (pendrina)  e  MUC5AC  nos  tecidos  pul-
onares  e  nasais.6,14 No  entanto,  a  expressão  de  MUC5AC

ão  foi  induzida  pelo  tratamento  da  IL-13  na  ausência  da
ondição  da  pendrina.15 De  maneira  oposta,  a  superex-
ressão  da  pendrina  nos  tecidos  pulmonares  resultou  em
umentos  na  formação  de  exsudatos  de  muco,  infiltração
eutrofílica  e  expressão  de  MUC5AC  no  lavado  bronco-
lveolar.  Em  um  modelo  animal,  camundongos  knockout
ara  pendrina  estimulados  com  ovalbumina  exibiram  menos
osinofilia  e  inflamação  do  que  o  tipo  selvagem.16 Uma
orrelação  semelhante  também  foi  sugerida  em  humanos
ntre  a  resistência  à asma  e  a  síndrome  de  Pendred.17 Esses
ados  sugeriram  que  a  pendrina  poderia  desempenhar  um
apel  patológico  importante  nas  doenças respiratórias  supe-
iores  e  inferiores  crônicas.

Além  das  IL---4/13,  várias  citocinas  ou  estímulos  ambi-
ntais  são  conhecidos  por  causar  a  expressão  da  pendrina
os  tecidos  pulmonares.  A  IL-1�, o  interferon-� e  a  IL-17
oram  listadas  como  as  citocinas  que  podem  induzir  a  expres-
ão  da  pendrina.7,16,18 Especialmente  a  IL-17  é  uma  citocina
ró-inflamatória  sintetizada  por  células  Th17  e  comumente
ssociada  a respostas  alérgicas.  A  expressão  de  IL-17  pode
er  encontrada  em  eosinófilos,  macrófagos  e  linfócitos  de
ólipos  nasais.19 O  número  de  células  positivas  para  IL-17  foi
ignificativamente  correlacionado  com  o  número  de  células

ositivas  para  MUC5AC  e  com  o  grau  de  infiltração  de  eosinó-
los  no  tecido  nasal.20 Além  disso,  o tratamento  combinado
e  IL-13  e  IL-17  induziu  sinergisticamente  a  expressão  da
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H & E Pendrina MUC5AC

RSCE

RSC
não E

Figura  2  Coloração  imuno-histoquímica  de  pendrina  e  MUC5AC  na  mucosa  nasal  nos  grupos  RSCE  (B  e  C)  e  RSC  não  E  (E  e  F;
ampliação original,  ×  400).  Abundante  infiltração  eosinofílica  foi  demonstrada  no  grupo  RSCE  (A,  seta).  A  coloração  para  pendrina
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SCE (C)  em  comparação  com  o  grupo  RSC  não  E  (F).

endrina  nas  células  epiteliais  nasais  cultivadas.6 Mostramos
 relação entre  pendrina,  MUC5AC  e  infiltração  de  eosinófilos
m  nossos  casos,  mas  a  pendrina  não  foi  detectável  em  quase
etade  dos  pólipos  do  grupo  RSCE.  Esses  resultados  suge-

em  que  a  infiltração  eosinofílica  mediada  por  citocina  do
ipo  Th2  foi  importante,  mas  não  suficiente  para  a  expressão
a  pendrina  nasal,  e  outro  tipo  de  fatores,  como  a  citocina
h17,  pode  ser  necessário  para  a  expressão  da  pendrina  e  o
esenvolvimento  de  RSCE.

Foi  demonstrado  que  a  pendrina  troca  ânions  e  bases
través  da  membrana  plasmática.  Acredita-se  que  ela  faça

 mediação  da  troca  Cl-/HCO3-  na  orelha  interna.21,22 Por
utro  lado,  acredita-se  que  a  pendrina  funcione  como  tro-
ador  de  Cl-/I− no  tecido  da  tireoide23 e  pode  contribuir
ara  o  equilíbrio  ácido-base,  secretando  HCO3

− no  rim.24

ssim,  a  pendrina  tem  diferentes  funções  de  acordo  com
s  tecidos  expressos,  que  é  regulada  por  fatores  transcri-
ionais  específicos.25 Atualmente,  o  papel  da  expressão  da
endrina  no  tecido  nasal  é  desconhecido,  mas  a  mudança  no
ível  de  expressão  nasal  pode  influenciar  a  secreção mucosa

 a  homeostase  local  e  estar  associada  ao  desenvolvimento
e  RSCE  via  incremento,  ativação e/ou  infiltração  tecidual
e  eosinófilos.

onclusão

oram  mostradas  as  características  clínicas  e  diferenças  his-
opatológicas  entre  pacientes  com  RSCE  e  RSC  não  E  no
apão.  A  contagem  de  eosinófilos  no  sangue  e  os  escores
e  Lund-Mackay  foram  significativamente  maiores  no  grupo
SCE  do  que  no  grupo  RSC  não  E.  Maior  expressão  de  pen-
rina  e  MUC5AC  foi  observada  no  grupo  RSCE  em  comparação

om  o  RSC  não  E.  No  entanto,  a  expressão  da  pendrina  não
oi  detectada  em  quase  metade  dos  pólipos  no  grupo  RSCE.

 infiltração  de  eosinófilos  seria  importante,  mas  não  sufici-
nte  para  a  expressão  da  pendrina  nasal,  e  outros  tipos  de
.  A  expressão  de  MUC5AC  foi  amplamente  observada  no  grupo

atores  podem  ser  necessários  para  a expressão  da  pendrina
 o  desenvolvimento  de  RSCE.
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