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RESUMO 

 

Paulucci BP. Análise da expressão dos receptores 1 e 2 de leucotrienos na população de 

linfócitos B e T em tonsilas hiperplásicas de crianças: comparação entre alérgicos e não 

alérgicos [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2016. 

INTRODUÇÃO: Os receptores CysLT1R e CysLT2R estão classicamente envolvidos em 

processos alérgicos, porém recentes estudos mostraram seu papel na proliferação celular 

linfocitária em tonsilas hiperplásicas, bem como na maturação de linfócitos na medula óssea. 

Clinicamente, somente o CysLTR1 pode ser bloqueado por montelucaste e há poucos dados 

disponíveis sobre a função CysLTRs na maturação de linfócitos em tonsilas. O objetivo 

primário foi comparar a expressão de CysLTR1 e CysLTR2 nas células B e T das tonsilas 

hiperplásicas de crianças alérgeno-sensibilizadas (SE) com crianças controles (NS). O objetivo 

secundário foi comparar a expressão CysLTRs em linfócitos de sangue periférico com a 

expressão em linfócitos de tonsilas hiperplásicas em diferentes fases amadurecimento, além de 

verificar a influência das alergias respiratórias neste processo. MÉTODOS: Sessenta crianças 

com idade entre 5 e 10 anos, referenciadas para adenoamigdalectomia no HCFMUSP, foram 

divididas em grupos SE (30 indivíduos com resposta positiva ao teste cutâneo para alérgenos 

inalatórios) e NS (30 indivíduos com ausência de respostas positivas no teste). As células das 

tonsilas removidas e os leucócitos de sangue periférico (SP) foram corados para CysLTR1, 

CysLTR2, CD19 (células B) e CD3 (células T) e contados através de citometria de fluxo. Os 

linfócitos das tonsilas foram divididos em células pequenas em diferenciação (PC) e grandes 

células mitóticas (GC); a expressão de mRNA dos genes CysLTR1 e CysLTR2 foi medida 

utilizando RT-qPCR. Os indivíduos foram comparados quanto às médias de cada 

subpopulação celular em SE versus em NS, utilizando-se o teste t de student. Já para a 

comparação entre as médias de SP versus PC versus GC foi utilizada a ANOVA e o teste de 

Tukey. RESULTADOS: Na comparação SE versus NS, entre as PC, o grupo SE mostrou 

expressão reduzida de CD3 +/ CysLTR1 + (4,6 ± 2,2 vs 6,5 ± 5,0; p = 0,04). Em relação aos 

linfócitos grandes, o grupo SE mostrou menor expressão de CD3+/CysLTR1 (40,9 ± 14,5 vs 

47,6 ± 11,7; p = 0,05), CD19 +/CysLTR1 + (44,6 ± 16,9 vs 54,1 ± 12,4; p = 0,01), e CD19 

+/CysLTR2+ (55,3 ± 11,3 vs 61,5 ± 12,6; p = 0,05). Considerando o número total de linfócitos, o 

grupo SE tinha menos linfócitos CD3 +/CysLTR1+ (11,1 ± 5,5 vs. 13,7 ± 6,2, p = 0,04). Todas 

as outras populações de células exibiram uma expressão reduzida no grupo SE sem 

significância estatística. A expressão de CysLT2R foi significativamente maior (p <0,05) do que 

CysLT1R na maioria das populações de células estudadas. A expressão de RNAm não 

mostrou diferenças significativas entre os grupos. Já em relação à comparação da expressão 

nas células em diferentes fases de maturação celular, entre as células CD3+ houve grande 

expressão de CysLTR1 e 2 GC e tal expressão diminuiu progressivamente em PC e SP. Em 

células CD19+, a expressão mais alta de CysLTR1 e 2 foi encontrada no SP, enquanto PC 

apresentou a menor e as GC mostraram expressão intermediária. Esse padrão manteve 

inalterado quando os indivíduos foram categorizados em SE e NS. CONCLUSÕES: A 

expressão de CysLTRs é mais elevada nos linfócitos de crianças NS, e CysLTR2 tem maior 

expressão do que CysLTR1. As alergias respiratórias não parecem ser um estímulo para a 

ocorrência de hiperplasia tonsilares e os CysLTRs parecem estar envolvidos na maturação de 

linfócitos que ocorre em tonsilas, sem aparente influência das alergias respiratórias.  

Descritores: tonsila, leucotrieno C4, leucotrieno D4, leucotrieno E4, linfócitos B, linfócitos T, 

rinite, alergia, diferenciação celular, hiperplasia 

 



xx 
 

ABSTRACT 

 

Paulucci BP. Analysis of the expression of receptors 1 and 2 of leukotrienes in the population of 

B and T lymphocytes in hyperplastic tonsils of children: a comparison of allergic and nonallergic 

[thesis]. Sao Paulo: ―Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo‖; 2016. 

BACKGROUND: CysLT1R and CysLT2R receptors are classically involved in allergic processes 

and recent studies have demonstrated their role in the proliferation of lymphocytes in 

hyperplasic tonsils and in the maturation of lymphocytes in the bone marrow. Clinically, only 

CysLTR1 can be blocked by montelukast and there are few data available on the CysLTRs role 

in the maturation of lymphocytes in tonsil. The primary objective was to compare the expression 

of CysLTR1 and CysLTR2 in B and T cells of hyperplasic tonsil of allergen sensitized children 

(SE) with control children (NS). The secondary objectives were: to compare the CysLTRs 

expression in peripheral blood lymphocytes with expression in lymphocytes of hyperplasic 

tonsils at different stages of maturation; to verify the influence of respiratory allergies in this 

process. METHODS: Sixty children aged 5 to 10 years, referred for adenotonsillectomy at 

HCFMUSP, were divided into SE groups (30 subjects with positive response to skin prick test to 

inhalant allergens) and NS (30 subjects with no positive responses in test). The removed cells 

of the tonsils and peripheral blood leukocytes (SP) were stained for CysLTR1, CysLTR2, CD19 

(B cells) and CD3 (T cells) and counted by flow cytometry. Tonsil Lymphocytes were divided 

into small cell differentiation (PC) and large mitotic cells (GC); mRNA expression of genes 

CysLTR1 and CysLTR2 was measured using RT-qPCR. Individuals were compared regarding 

the average of each cell subpopulation in SE versus NS, using the Student's t test. For the 

comparison between the averages of SP versus PC versus GC we used ANOVA and Tukey 

test. RESULTS: Comparing SE versus NS, between the PC, the SE group showed reduced 

expression of CD3 +/CysLTR1 + (4.6 ± 2.2 vs 6.5 ± 5.0; p=0.04). For large lymphocytes, the SE 

group showed lower expression of CD3+/CysLTR1+ (40.9 ± 14.5 vs 47.6 ± 11.7, p=0.05), 

CD19+/CysLTR1+ (44.6 ± 16.9 ± 12.4 vs. 54.1; p = 0.01) and CD19+/CysLTR2+ (55.3 ± 11.3 

vs. 61.5 ± 12.6, p=0.05). In the set of total number of lymphocytes, the group SE had less 

CD3+/CysLTR1+ lymphocytes (11.1 ± 5.5 vs. 13.7 ± 6.2, p = 0.04). All other cell populations 

showed reduced expression in SE group without statistical significance. The CysLT2R 

expression was significantly higher (p <0.05) than CysLT1R in most cells studied populations. 

mRNA expression did not differ between groups. Regarding the comparison of expression in 

cells in different stages of maturation, among CD3+ cells, there was extensive expression 

CysLTR1 and 2 in GC and such expression progressively decreased in PC and SP. In CD19+ 

cells, the highest expression of CysLTR1 and 2 was found in SP while PC had the lowest and 

GC showed intermediate expression. This pattern remained unchanged when patients were 

categorized in SE and NS. CONCLUSIONS: CysLTRs expression is higher in lymphocytes of 

NS children, and CysLTR2 has higher expression than CysLTR1. Respiratory allergies do not 

seem to be a stimulus to the occurrence of tonsillar hyperplasia and CysLTRs appear to be 

involved in the maturation of lymphocytes that occurs in tonsil without apparent influence of 

respiratory allergies. 

Descriptors: tonsil, leukotriene C4, leukotriene D4, leukotriene E4, B-lymphocytes, T-

lymphocytes, rhinitis, allergy, cell differentiation, hyperplasia 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 As tonsilas palatinas (TP) e a tonsila faríngea (TF) são órgãos 

imunológicos secundários que iniciam o seu desenvolvimento no primeiro ano e 

alcançam o maior tamanho entre o quarto e o oitavo anos de vida (Noussios, 

2003). A hiperplasia tonsilar (HT) acomete 3 a 5% da população entre 2 e 10 

anos de idade, sendo um fator chave na fisiopatologia da Síndrome da Apneia 

Obstrutiva do Sono (SAOS) e dos demais distúrbios respiratórios do sono 

(DRS) nessa faixa etária (Carter et al., 2014). 

 A histologia das tonsilas hiperplásicas caracteriza-se por padrão folicular 

(Dell'Aringa et al., 2005) com alta atividade mitótica de centroblastos, 

superpopulação de centrócitos, expansão dos centros germinativos e aumento 

das áreas subcapsulares (Rademakers et al., 1992).  Sistemicamente, as 

crianças portadoras de SAOS secundária a HT apresentam status inflamatório 

exacerbado (Kaditiset al., 2009), mantido por elevados níveis séricos de 

citocinas, como interleucinas, TNF-alfa e cisteinil-leucotrienos (CysLTs).  

Os CysLTs foram descritos inicialmente como mediadores de respostas 

Th2 (Nathan, 2008) e atuam sobre os receptores (CysLTR) 1 e 2 (Capra et al., 

2007). Estudos recentes demonstraram que esses receptores exercem também 

um papel na maturação (Denzlingeret al., 2001) e ativação (Lamoureux et al., 

2006) de linfócitos e células dendríticas. Espinosa et al. (2003) e Matsuyama et 

al. (2007) demonstraram que esses receptores são agonistas da divisão celular 

em distúrbios inflamatórios e neoplasias. Em tonsilas hiperplásicas de crianças, 
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o estudo de Tsaoussoglou et al. (2012) sugere um papel para os CysLTRs na 

proliferação linfocitária. Os dados sobre a ação dos CysLTRs na maturação 

dessas células nos centros germinativos tonsilares são escassos. 

Georgalas et al. (2005) observaram resposta positiva aos medicamentos 

antileucotrienos em crianças com SAOS de grau leve a moderado, mesmo na 

ausência de alergias respiratórias. Nos estudos de Goldbart et al. (2005; 2012), 

houve evidente diminuição volumétrica das tonsilas quando os pacientes 

realizaram terapia com montelucaste. 

Em relação ao papel das alergias respiratórias (AR) na fisiopatologia da 

HT, diferentes autores publicaram resultados divergentes. Os estudos 

populacionais de Eren et al. (2015) e Ameli et al. (2014) mostram correlação 

inversa entre HT e AR. Já os estudos de Huang et al. (2001) e Evcimik et al 

(2015) descrevem as doenças alérgicas (rinite, asma e urticária) como fatores 

de risco ao desenvolvimento da HT. Os trabalhos de Filiaci et al. (1997) e 

McColley et al. (1997) mostraram que a exposição a alérgenos específicos foi 

relacionada ao aumento da TF. 

Considerando as evidências de que os CysLTRs são agonistas da 

divisão celular linfocitária em tonsilas e que não há consenso sobre o papel da 

AR nesse processo, a hipótese primária era que as crianças portadoras de AR 

teriam maior expressão dos receptores do que os indivíduos normais. Em 

relação à ação dos CysLTRs na maturação celular, considerando que as 

células tonsilares apresentam alta atividade mitótica, a hipótese secundária era 

que a expressão de CysLTRs nessas células seria maior do que em linfócitos 

de sangue periférico. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

 O objetivo primário do presente estudo foi comparar quantitativamente, 

entre crianças sensibilizadas e não sensibilizadas aos alérgenos respiratórios, 

a expressão dos CysLTR1 e CysLTR2 na superfície de linfócitos B e T de TF e 

TP hiperplásicas causadoras de SAOS. 

 

O objetivo secundário foi comparar quantitativamente a expressão dos 

CysLTR1 e CysLTR2 na superfície de linfócitos B e T de tonsilas faríngeas em 

diferentes fases de maturação com a expressão desses receptores na 

superfície de linfócitos B e T de sangue periférico. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

3.1 Bases de dados 

  

 A presente revisão de literatura foi feita através de pesquisas nas 

seguintes bases de dados: 

Língua Portuguesa: Bireme/Biblioteca Virtual em Saúde, SciELO e Sibi 

USP. 

Língua Espanhola: Lilacs. 

Língua Inglesa: Pubmed, Embase/ Elsevier, Cochrane Library, Medline. 

 

 

 3.2 A hiperplasia tonsilar 

 

Anatomicamente, as tonsilas apresentam quatro compartimentos 

principais (Kuper et al., 1992; Hoefakker et al., 1993) - Figura 1. 

1) Criptas reticulares: o epitélio escamoso estratificado invaginado da 

superfície do órgão está em contato com a via aérea. (Krameret al., 2001). 

2) Região extrafolicular: as células precursoras de linfócitos T deixam a 

medula óssea e migram para os órgãos linfoides secundários para se 

diferenciar. Em tonsilas, estão concentrados nessa região (Kaditiset al., 2008; 
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Kaditis et al., 2009) e iniciam sua expansão clonal após o contato com o 

antígeno específico. 

3) Folículos Primários: Formados por linfócitos B em repouso, 

recirculantes e de memória. Têm baixa atividade proliferativa. 

4) Folículos Secundários: desenvolvem-se após contato antigênico e 

indução da proliferação monoclonal de linfócitos B. Centralmente apresentam o 

centro germinativo, dividido em zona escura, com alta atividade proliferativa de 

células aumentadas de tamanho (centroblastos) e a zona clara, com células 

menores em maturação (centrócitos) (Tsaoussoglou et al., 2014; Mashid et al., 

2009). A zona do manto encontra-se perifericamente aos centros germinativos 

e apresenta predominantemente linfócitos B de memória (Musiatowiczet al., 

2001). 

 

Figura 1: Representação esquematica dos compartimentos e  
composição celular das tonsilas palatinas 

B: Linfócitos B; T: Linfócitos T; FDC: Célula Folicular Dendritica;  
IDC: Célula Dendritica Interfolicular; MF: Macrófago; HEV: Veia Folicular;  

M: Célula de mucosa; PF: Foliculo Primário; SF: Foliculo Secundário; 
 MZ: Zona do Manto; GC: Centro Germinativo; EFA: Área Extrafolicular; 

Adaptado de Hoefakker et al. (1993) 
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A hiperplasia tecidual tonsilar segue o padrão folicular linfóide 

(Dell'Aringa et al., 2005; Rademakers et al., 1992; Mowry et al., 2008). 

Caracteriza-se por aumento geral do órgão, com hipercelularidade; arquitetura 

tecidual preservada e folículos secundários com tamanhos aumentados e 

formatos variáveis (Figura 2). 

 

 
 

Figura 2: Hiperplasia Folicular Linfóide em Tonsila. A seta cheia indica os folículos normais;  
a seta vazia indica os folículos hiperplásicos. 

Adaptado de Dell'Aringa et al., 2005 

 
 

 

3.3 A hiperplasia tonsilar e a inflamação sistêmica 

 

As crianças com SAOS por HT apresentam status inflamatório sistêmico 

exacerbado, com índices séricos elevados de citocinas como TNF-alfa, PCR 

(Gozal et al., 2007; 2012; Dillon et al., 2007; Bonuck et al., 2009), P-selectina 

(O'Brien et al., 2006), IL-1, IL-6,IL-10 (Gozal et al., 2008a; 2008b), NGF 

(Goldbart et al., 2007), trk-A e substância P.  
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A sobrecarga cardíaca e os altos níveis de citocinas inflamatórias seriam 

os principais responsáveis pelo surgimento precoce de placas ateromatosas 

nesses indivíduos. Os níveis de tais citocinas tendem a normalizar após 

correção do fator causal da SAOS.  

 Os CysLTs em sangue periférico (Shen et al., 2012), exalado pulmonar 

(Goldbart et al., 2006) e urina (Kaditis et al., 2009) desses pacientes também 

se encontram em níveis mais elevados do que os controles. Shen et al. (2014) 

observam correlação positiva entre a concentração sérica de CysLTs e o IAH.  

 

 

3.4 Relação entre a hiperplasia tonsilar e as alergias respiratórias 

 

Os principais estudos populacionais que correlacionam a AR e a HT 

apresentam resultados diversos. Os estudos de Ameli et al. (2014) e de Eren et 

al. (2015) demonstraram forte correlação inversa entre a HT e AR, com maior 

gravidade da HT em indivíduos não alérgicos. 

Outros artigos mostram que a ocorrência de doenças alérgicas como 

rinite, asma e urticária é mais frequente entre os pacientes portadores de HT 

do que na população geral (Ng et al., 2006; Filiaci et al., 1997; Huang et al., 

2001; McColley et al., 1997). Modrzinski et al. (2007) descreveram a AR como 

aparente fator de risco para a hiperplasia tonsilar, bem como o aumento no 

tamanho do órgão quando as crianças eram expostas a alérgenos específicos, 

sendo que o uso de corticosteroides nasais restringia parcialmente o aumento. 
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Evcimik et al. (2015) também mostraram importante correlação positiva entre 

HT e AR. 

 

 

3.5 Os receptores de cisteinil-leucotrienos 

 

Os CysLTRs são receptores transmembrana ligados à proteína G e os 

dois subtipos mais estudados são o CysLTR1 e o CysLTR2. 

 

 

3.5.1 O CysLTR1 

 

 Seu agonista mais potente é o leucotrieno D4 (LTD4), seguido pelo 

leucotrieno C4 (LTC4) e pelo leucotrieno E4 (LTE4) (Sarau et al., 1999). Está 

presente em células estruturais da mucosa nasal (Shirasaki et al., 2002; 

Corrigan et al., 2005), linfócitos periféricos, musculatura lisa, macrófagos e 

plaquetas (Mita et al., 2001; Zhu et al., 2005). É sensível aos antagonistas de 

leucotrienos disponíveis para uso clínico (montelucaste, zafirlucaste, 

pranlucaste, pobilucaste e MK571).  
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  3.5.2 O CysLTR2 

 

 LTC4 e LTD4 são agonistas equipotentes, LTE4 se comporta como um 

agonista parcial (Heise et al., 2000) e não há um antagonista para uso clínico. 

Também está presente em células estruturais da mucosa nasal (Shirasaki et 

al., 2002; Corrigan et al., 2005; Figueroa et al., 2003), linfócitos T (Mita et al., 

2001), eosinófilos e mastócitos (Mellor et al., 2003). 

 

 

3.6 Os CysLTRs e a maturação celular 

 

 A síntese e liberação dos leucotrienos foram inicialmente relacionadas 

aos processos alérgicos (Figura 3). Recentes estudos descrevem a via da 5-

Lipoxigenase (5-LO) na maturação de células imunes. Nas células dendríticas 

(DC) há aumento da concentração intracelular de 5-LO, atingindo altos níveis 

durantes sua maturidade. Observou-se também que as DC imaturas expostas 

a LTC4 apresentam capacidade maior de ativação de linfócitos T citotóxicos do 

que as DC expostas a ambientes contendo PGE2 (Dannull et al., 2012). Os 

CysLTs liberados têm ação quimiotáxica sobre os linfócitos imaturos e 

potencializam a capacidade ativadora das DC sobre os linfócitos (Thivierge et 

al., 2009, Spanbroek et al., 2000). Denzlinger et al. (2001) demonstram a 

ativação de células tronco de medula óssea através via LDT4/ CysLTR1.  
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Figura 3: Enzimas envolvidas na síntese dos leucotrienos 
Extraído de Scadding et al., (2010) 

 

 

3.7 Os CysLTRs e a proliferação celular 

 

3.7.1 Neoplasias 

 

A série de estudos publicada por Matsuyama et al. mapearam a 

expressão dos CysLTRs em neoplasia do trato gênito-urinário masculino. O 

CysLTR1 estava ausente em próstatas normais e observou- se, 

respectivamente, discreta e alta expressão desse receptor em órgãos 

hiperplásicos e tecidos tumorais; a intensidade de expressão foi positivamente 

correlacionada ao grau da neoplasia (Matsuyama et al., 2007). A presença de 

montelucaste no meio de cultura das células neoplásicas induziu a apoptose. 

Em carcinoma de células transicionais de bexiga (Matsuyama et al., 2009a), os 

autores mostraram comportamento semelhante em relação ao grau de 
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expressão e resposta ao montelucaste. Em testículos, (Matsuyama et al., 

2009b) foi descrita a expressão de CysLTR1 em seminoma, carcinoma 

embrionário, coriocarcinoma e teratoma. Revendo os resultados, os autores 

sugeriram a utilização de montelucaste como adjuvante à quimioterapia nesses 

pacientes (Matsuyama et al., 2010). 

Em células de câncer colorretal (Ohd et al., 2003; Soumaoro et al., 

2006), a maior concentração de CysLTR1 esteve associada a pior prognóstico, 

enquanto a expressão elevada de CysLTR2 esteve associada a um bom 

prognóstico (Magnusson et al., 2010). Em outro estudo, esses autores 

mostraram que pacientes com tumores de mama com expressão elevada de 

CysLTR1 e baixa de CysLTR2 apresentaram maior morbidade. O tamoxifeno 

preservou ou induziu a transcrição de CysLTR2 (Magnusson et al., 2011). 

No carcinoma gástrico, há maior expressão de CysLTR1 e semelhante 

expressão de CysLTR2 em relação ao tecido normal (Venerito et al., 2011). Em 

células de neuroblastomas, a expressão do CysLTR1 e CysLTR2, bem como 

das enzimas geradoras de CysLTs estão aumentadas e a cultura dessas 

células em meios contendo bloqueadores de CysLTRs evidenciou diminuição 

na divisão celular (Sveinbjörnsson et al., 2008). No cérebro, observou- se alta 

expressão de CysLTR1 em astrocitomas, gangliogliomas e adenocarcinoma 

metastáticos (Zhang et al., 2004).  
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3.7.2 Proliferação não-neoplásica 

 

Na asma, a liberação persistente de CysLTs, em especial a do LTD4 

(Panettieri et al., 1998; Espinosa et al., 2003; Bossé et al., 2009; Ravasi et al., 

2006), gera hiperplasia das células musculares lisas brônquicas e das células 

caliciformes, contribuindo para a hiperreatividade brônquica e a hipersecreção 

mucosa (Hsu et al., 2012; Henderson et al., 2002). Um dos principais 

resultados desse processo é o remodelamento da via aérea.  

Na aterosclerose, os CysLTRs são expressos em células endoteliais e 

musculares lisas, intermediando a divisão celular e a hiperplasia tecidual 

(Porreca et al., 1996; Bäck et al., 2006). Por esses motivos, os estudos 

recentes descrevem a via dos CysLTs como um eixo central na aterogênese e 

um dos principais focos a serem tratados em portadores de doenças 

vasculares crônicas (Riccioni et al., 2009).  

 Segundo McMahon et al. (2000; 2002), durante o desenvolvimento da 

glomerulonefrite, a proliferação das células mesangiais é induzida por LTD4 e 

inibida por montelucaste. Os CysLTRs estão envolvidos também na 

proliferação de mastócitos (Jiang et al., 2006); em epitélio intestinal, o LTD4 

age também na mudança do ciclo celular (Paruchuri et al., 2003). 

Spinozzi et al. (2004) demonstraram que a ativação de linfócitos T 

periféricos gera expressão de CysLT1R e CysLT2R. Quando tais linfócitos 

foram cultivados em ambiente contendo montelucaste, houve diminuição da 

proliferação celular e indução de apoptose. 
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3.8 As tonsilas e os leucotrienos 

  

A concentração tecidual de CysLTs é maior nas tonsilas hiperplásicas 

em relação às tonsilas com infecções recorrentes (Shen et al., 2012). Na zona 

do manto, há alta expressão de 5-LO, leucotrieno-A4 hidrolase (LTA4H) e 

leucotrieno-C4 sintase (LTC4S) (Mashid et al., 2009; Tsaoussoglou et al., 

2014). Em relação aos CysLTRs em tonsilas, Goldbart et al. (2004) publicou o 

primeiro estudo, no qual crianças com SAOS foram comparadas com as 

portadoras de tonsilites de repetição e observou-se expressão significativa de 

CysLTR1 e CysLTR2 no epitélio, zona extra-folicular e endotélio no grupo com 

SAOS; no grupo controle, houve fraca expressão. Nesse estudo foram 

excluídas todas as crianças com antecedente de asma, rinite ou alergias. 

Em 2005, o mesmo grupo publicou novo trabalho, nos mesmos moldes 

do anterior, com maior amostra (Goldbart et al., 2005). Também foram 

excluídos indivíduos portadores de alergias, e os resultados obtidos na 

imunohistoquímica foram semelhantes. Nesse estudo, foi realizada terapia oral 

com montelucaste por 16 semanas em um grupo de portadores de SAOS leve 

e houve melhora significativa dos padrões polissonográficos.  

 Em 2008, Kaditis et al. (2008) evidenciou maior presença dos CysLTR1 

e CysLTR2 em linfócitos T das zonas extra-foliculares e epiteliais dos pacientes 

com SAOS, comparados aos indivíduos com tonsilites de repetição. Nesse 

estudo, os autores não consideraram a história de alergias como critério de 

exclusão dos pacientes. Em outros estudos recentes (Tsaoussoglouet al., 

2012; Shen et al., 2012), que utilizaram citometria de fluxo e dosagem de RNA 



 Revisão da Literatura   17 
_____________________________________________________________________________ 

 
 

 

em RT-qPCR, observou-se que os resultados se mantiveram, com maior 

expressão dos receptores em portadores de SAOS. 

O estudo de Dayyat et al. (2009) evidenciou com alta significância 

estatística (p<0.001) o efeito dose-dependente do LTD4 na proliferação de 

células tonsilares in vitro e mostrou o impacto dos bloqueadores de 

leucotrienos nesse processo.  

 

 

3.9 A Fisiopatologia dos DRS pediátricos 

 

Entre 3 e 10 anos, os DRS estão intimamente ligados à HT (Mitchell, 

2007). As TP e a TF são órgãos linfáticos secundários presentes na via aérea 

superior e compõem o anel linfático de Waldeyer. O aumento patológico de 

volume desses órgãos ocorre em 3 a 5% da população pediátrica (Carter et al., 

2014) e gera maior resistência à ventilação, facilitando o colapso faríngeo 

durante a inspiração. Durante o sono (Bao et al., 2004; Arens et al., 2005a), a 

hipotonia muscular e o decúbito também colaboram para o estreitamento da via 

aérea. 

Outros importantes fatores envolvidos na fisiopatologia dos DRSs são as 

malformações crânio-faciais, como aquelas associadas a síndromes genéticas 

(Down, Crouzon), os distúrbios neurológicos, principalmente as neuropatias 

hipotônicas (Halboweret al., 2007) e a obesidade (Ievers-Landis et al., 2007). 

 

 



 Revisão da Literatura   18 
_____________________________________________________________________________ 

 
 

 

3.10 Diagnóstico de SAOS na infância 

 

 A história e o exame físico são as ferramentas mais úteis para a o 

diagnóstico dos DRS na maioria das crianças (Ray et al., 2005). Os dados 

clínicos que mais fortemente apontam correlação com SAOS são a ocorrência 

de ronco alto, apneia testemunhada, despertares frequentes e respiração oral 

persistente (Hwang et al., 2013; Tan et al., 2013). Ao exame físico, o grau de 

hiperplasia da TF tende a se correlacionar com a intensidade da SAOS em 

crianças pré-escolares. (Tagaya et al., 2012).  

 A revisão do artigo adotado como diretriz pela American Academy of 

Pediatrics considera a polissonografia noturna (PSG) o método padrão ouro no 

diagnóstico da SAOS (Marcus et al., 2012) e recomenda sua realização quando 

há dúvida no diagnóstico desse distúrbio, ponderando a dificuldade na 

execução desse procedimento em todos os pacientes candidatos a 

adenotonsilectomia (A2) (Weatherly et al., 2004; Yellon et al., 2010).  

 

 

  3.10.1 O Pediatric Sleep Questionnaire 

 

 O Pediatric Sleep Questionnaire (PSQ) foi desenvolvido por Chervin et 

al. (2000) e sua versão para o Português foi validada por Certal et al. (2015). 

Esse teste é aplicado aos pais de indivíduos de 2 a 18 anos com suspeita de 

SAOS e contém 22 perguntas do tipo sim/não. A ocorrência de 8 ou mais 

respostas positivas é indicativa de SAOS, com sensibilidade de 85% e 
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especificidade de 87% e a sensibilidade do teste cresce proporcionalmente ao 

número de respostas positivas. De acordo com Karlson et al. (2008), o PSQ é o 

questionário o mais acurado para uso clinico; Rosen et al. (2015) afirmam que 

o PSQ tem como vantagem fornecer informações a respeito do impacto da 

SAOS sobre comportamento, sonolência e qualidade de vida da criança e 

permitir também avaliar a possibilidade de melhora desses sintomas após a A2. 

 

3.11 O Tratamento dos DRSs pediátricos 

 

A A2 é o procedimento mais utilizado por apresentar alta eficácia 

terapêutica e baixo índice de recidivas (Ray et al., 2005; Bhattacharjee et al., 

2011). Outras terapias são as correções de malformações crânio-faciais, uso 

de máscara nasal de ventilação com pressão positiva e perda ponderal (Praud 

et al., 2008). 

 O tratamento medicamentoso baseia-se no uso de anti-inflamatórios, 

como corticoides (orais e nasais), anti-histamínicos e antileucotrienos (Kuhle et 

al., 2011; Gozal et al., 2010). Goldbart et al. (2012) compararam terapia oral 

com montelucaste versus placebo durante 12 semanas e observaram melhora 

no IAO (p<0,01), diminuição do tamanho da TF (p<0,05) e melhora limítrofe do 

IAH (p=0,07). Esses padrões mantiveram-se estáveis no grupo placebo. 

A associação de corticosteroides tópicos nasais com montelucaste 

também apresentou efeito positivo no tratamento da SAOS leve e moderada 

(Criscuoli et al., 2003) e da SAOS residual pós-A2 (Arens et al., 2005b; 

Kheirandish et al., 2006). 
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4 PACIENTES E MÉTODOS 

 

 

 4.1 Parecer ético 

 

Este estudo foi aprovado pela CAPPesq do HCFMUSP, sob os registros 

de pesquisa números 10492/14 e 12988/15 (Anexos A e B). Foi registrado na 

Plataforma Brasil online sob o número 13737413.9.0000.0068 e 

40593015.8.0000.0068 (Anexo C). Os responsáveis por cada criança envolvida 

no presente estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

 

 

4.2 Desenho do estudo 

 

Estudo observacional exploratório do tipo Corte Transversal com dois 

grupos comparados em relação ao perfil populacional linfocitário. 

 

 

4.3 Pacientes 

 

Foram incluídos 60 indivíduos consecutivos da lista de espera para 

realização de adenoamigdalectomia do Ambulatório de Otorrinolaringologia do 

HCFMUSP.  

 



 Pacientes e Métodos   22 
_____________________________________________________________________________ 

 
 

 

4.3.1 Definição dos grupos de estudo 

 

Os pacientes foram divididos em dois grupos de 30 indivíduos, de 

acordo com a resposta ao teste cutâneo para alérgenos inalatórios (TCAI): 

 

Sensibilizados (SE): resposta maior que 3 mm a pelo menos um dos 

alérgenos. 

Não-Sensibilizados (NS): resposta menor que 3 mm a todos os 

alérgenos testados. 

 

 

4.3.2 Critérios de inclusão 

 

- Idade maior que 5 e menor que 10 anos completos no dia da cirurgia. 

- Roncos noturnos com parada respiratória, com frequência mínima de 4 

noites por semana, descritos por acompanhante adulto. 

- Índice em PSQ maior ou igual a 8. 

- Índice z do IMC entre -2 e +2 seguindo o padrão da OMS para a idade 

(Coleet al., 2000; Barlow et al., 2007).  

- TP grau 2 ou maior (Brodsky et al., 1989) e TF ocupando espaço igual 

ou maior que 70% do espaço total de rinofaringe (Caylakli et al., 2009; 

Lertsburapa et al., 2010).  
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 4.3.3 Critérios de exclusão 

 

- Deformidades crânio-faciais de quaisquer etiologias. 

- Distúrbios cardiovasculares, imunológicos, neuromusculares ou 

genéticos. 

- Presença de doenças alérgicas (não respiratórias) conhecidas. 

- Uso de antileucotrienos, corticosteroide (nasal ou oral), anti-

histamínicos, anti-inflamatórios não hormonais ou antibióticos nos 90 dias que 

antecederam a cirurgia.  

- Antecedente de tonsilites de repetição (Marshall et al., 1998). 

- Ocorrência de infecção, viral ou bacteriana, nos 90 dias que 

antecederam a cirurgia. 

- Residência fora da região metropolitana de São Paulo. 

- No TCAI: (i) ausência de resposta a um controle positivo; (ii) resposta a 

todos os alérgenos (dermografismo); (iii) qualquer desacordo entre os lados. 

 

 

4.4 Avaliação clínica 

 

  4.4.1 Definição do quadro clínico 

  

 Foi aplicada a versão do PSQ em Português aos responsáveis de cada 

paciente. Foram avaliados os antecedentes pessoais de tonsilites de repetição, 
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síndromes ou quaisquer outras patologias relevantes. Também foram 

registradas as medicações de uso habitual e recente. 

 

 

4.4.2 Exame físico 

  

 Os pacientes tiveram suas alturas medidas em posição ortostática e 

foram pesados utilizando-se uma balança antropométrica da marca Welmy® 

modelo 110 CH (origem: Brasil). As TP foram avaliadas via oroscopia com 

paciente sentado sobre as pernas do responsável.  Para avaliação da TF, os 

indivíduos foram submetidos a nasofibroscopia ambulatorial. Inicialmente foram 

mantidos sentados sobre as pernas do adulto responsável. 0,1 ml de lidocaína 

2% em gel (Xylestesin®; origem: Brasil) foi aplicado à ponta do endoscópio 

Machida® modelo ENT-30FIII (origem: Japão) acoplado a uma fonte de luz 

halógena da marca Ferrari Medical® modelo FH 25C R1 (origem: Brasil). O 

aparelho foi introduzido nas duas fossas nasais e o grau de ocupação faríngea 

pela TF foi avaliado pelo examinador. 

 

 

4.5 O teste cutâneo para alérgenos inalatórios 

 

Todos os indivíduos foram submetidos a TCAI, realizado pelo mesmo 

examinador. Os responsáveis foram orientados a cessar o uso de: anti-

histamínicos, corticosteroides nasais e orais, antileucotrienos ou anti-
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inflamatórios 60 dias antes do teste, quando o quadro clínico permitiu. Todos 

os alérgenos testados foram fornecidos pela IPI-ASAC do Brasil®, conforme 

descrito no Quadro 1. 

 
 
 

Quadro 1: Os extratos de alérgenos utilizados no TCAI 
 

  
Reagente 

 
Concentração 
 

  
Lolium Perenne 

 
10.000 PNU/ml 

 Aspergillus fumigatus 10.000 PNU/ml 
 Penicillium notatum  10.000 PNU/ml 
 Dermatophagoides pteronyssinus 58.500 UBE/ml 
 Blomia tropicalis  37.650 UBE/ml 
 Felis domesticus  94.500 UBE/ml 
 Canis familiaris  10.000 PNU/ml 
 Periplaneta Americana 5.000 PNU/ml 
 Blatella germânica 5.000 PNU/ml 
 Controle positivo  Histamina 50%, NaCl 0,9%, Fenol 0,4% 
 Controle negativo  Glicerina 50%, NaCl 0,9%, Fenol 0,4% 

 

 
 

As puncturas cutâneas foram realizadas com lanceta descartável de aço 

inoxidável da marca Alergoprick® modelo PRO (origem: Brasil) na linha 

mediana das faces anteriores dos antebraços, com distância mínima de 3 cm 

entre cada reagente. As leituras foram realizadas após 15 min.  

Cada pápula foi marcada e medida com régua transparente graduada 

em milímetros. A reação foi positiva quando o diâmetro da pápula foi igual ou 

superior a 3 mm, de forma concordante para um dado alérgeno, em ambos os 

braços. Este diâmetro foi calculado utilizando a fórmula (Quadro 2): 
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Quadro 2: Fórmula para cálculo do diâmetro da pápula cutânea no TCAI 
 

 
 

 

 

4.6 Coleta das amostras teciduais 

 

Todos os pacientes foram submetidos a adenotonsilectomia sob 

anestesia geral seguindo as técnicas habitualmente utilizadas pelos médicos 

anestesistas e otorrinolaringologistas do HCFMUSP. Durante a indução 

anestésica, foram coletados 3 ml sangue venoso periférico e acondicionados 

em tubo de 4 ml a vácuo contendo anticoagulante EDTA K2 na parede, da 

marca BD® modelo Vacutainer (origem: Brasil). 

Um fragmento das TP e da TF extraídas de cada paciente foram 

acondicionados em formol 10% e enviados ao Laboratório de Patologia do 

HCFMUSP para fixação do tecido em parafina e análise histológica habitual. 

Os demais fragmentos foram alocados em frasco plástico estéril contendo 6 ml 

de PBS e enviados prontamente ao Laboratório de Imunofenotipagem do 

HCFMUSP. 

 

 

4.7 Fixação e avaliação anatomopatológica 

 

Os fragmentos enviados ao Laboratório de Patologia do HCFMUSP 

foram processados seguindo o protocolo: fixação inicial do tecido em formalina 

Diâmetro da pápula= (maior diâmetro + menor diâmetro) -(maior diâmetro docontrole negativo) 
2 
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tamponada neutra por 24h. Após, o espécime é submetido a exame 

macroscópico, seccionado e incluído em cassete histológico. Os cassetes são 

incubados em 3 passagens de duas horas cada uma em álcool 96%; em 

seguida realizam-se 3 passagens de 2 horas cada uma em álcool 100%. 

 Após, são incubados em xilol, com 3 trocas da solução a cada 1 hora. 

Em seguida, são incubados em parafina filtrada a 56 oC por uma hora. A 

parafina é substituída por nova parafina filtrada e mantida a 56 oC por mais 2 

horas.  

Em seguida, o tecido é seccionado à espessura de 3 μm em micrótomo 

semi-automático modelo CUT 5062 (origem: Brasil).  Os fragmentos da fita de 

cortes são colocados em banho-maria com água destilada a 45 °C e em 

seguida alocados em lâmina de vidro para microscopia de 26 x 76 mm com 1 

mm de espessura, da marca Bioslide® (origem: Brasil). As lâminas com os 

cortes são colocadas em estufa a 50° a 60 °C durante 24 h. 

Em seguida, as lâminas são imersas em xilol por 20 min, com troca aos 

10 min. Em seguida são alocadas em banhos de álcool 100% por 5 min, depois 

a 95% por mais 5 min e a 70% por 15 min. Após essas etapas são lavadas com 

água corrente. 

 As lâminas são então coradas com corante hematoxilina da marca 

Newprov® (origem: Brasil) por 15 min e lavadas em água corrente por 10 min. 

Em seguida são coradas com corante eosina da marca Newprov® por 2 min e 

novamente lavadas em água corrente por mais 10 min. Por fim, são passadas 

por bateria de desidratação em banhos rápidos sequenciais de: álcool 70%, 

álcool 95%, álcool 100% e xilol. 
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Foi feita a análise histológica habitual (em todos os casos pelo mesmo 

patologista, cego para o grupo ao qual o paciente pertencia) através de 

microscópio óptico da marca Nikon® modelo Eclipse Ci-S (origem: Japão), 

Iluminação halógena.  

 

 

4.8 Citometria de fluxo 

 

4.8.1 Identificação das amostras teciduais 

 

Os fragmentos de tecidos foram separados e identificados: 

TF- Fragmentos de tonsila faríngea 

TP- Fragmentos das tonsilas palatinas 

SP- Sangue periférico  

 

 

4.8.2 Preparo dos tecidos tonsilares 

 

Os fragmentos de TF e TP foram colocados sobre uma placa de Petry 

contendo 4 ml de PBS e a dissociadas mecanicamente através de múltiplas 

incisões e lavagens no tecido com uso de lâmina de bisturi estéril número 15 

da marca Solidor® (origem: Brasil). Ao final dessa etapa obtivemos 10 ml de 

suspensão celular de TF e TP. 
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As suspensões obtidas foram passadas através de um filtro modelo 

EASYstrainer da marca Greiner Bio-One® (origem: Brasil) com porosidade de 

100 μm e em seguida acondicionadas em tubos de 5 ml da marca BD®, 

modelo Falcon (origem: Brasil) e identificadas como TF e TP. Um dos tubos 

da amostra TF foi utilizado para RT-qPCR (adiante). 

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 3175 rpm em centrífuga 

modelo Immufuge II da marca Baxter® (origem: EUA) durante 5 min. As 

soluções sobrenadantes foram descartadas. Foram então adicionados 3 ml de 

PBS a cada tubo, homogeneizados em agitador vórtex modelo AP 56 da 

marca Phoenix® (origem: Brasil) e novamente centrifugados a 3175 rpm. 

Novamente os sobrenadantes foram descartados e as células foram 

ressuspensas em 1600 μl de PBS-BSA e homogeneizadas em vórtex. 

 

 

  4.8.3 A viabilidade celular 

 

10 µl de cada suspensão foram adicionados a 10 µl de solução de azul 

de tripano a 0,2% da marca Life Technologies® (origem: EUA), 

homogeneizadas e alocadas em hemocitômetro. Em seguida foram avaliados 

em microscópio óptico da marca Nikon® modelo Eclipse Ci-S (origem: Japão), 

Iluminação halógena. Todas as amostras analisadas apresentaram pelo menos 

97% de células viáveis. 
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4.8.4 Separação dos linfócitos de sangue periféricos 

  

O tubo contendo a amostra de SP foi incialmente homogeneizado por 

inversão e centrifugado a 3175 rpm durante 5 min. Foi aspirada a fase 

linfocitária (intermediária) e transferida para um novo tubo. A esse tubo foram 

adicionados 2 ml de PBS, homogeneizado em vórtex e novamente 

centrifugado a 3175 rpm durante 5 min. O sobrenadante foi então aspirado e as 

células foram ressuspensas em 1600 μl de PBS-BSA e homogeneizadas em 

vórtex. 

   

 

4.8.5 Marcação dos tubos 

 

500 µl de cada suspensão celular (SP, TP e TF) foram colocados em 3 

novos tubos Falcon®, marcados como: 

 Controle: Tubo ao qual não foram adicionados anticorpos. 

 LT1: Tubo ao qual foram adicionados os marcadores para CysLTR1, 

CD3 e CD19. 

 LT2: Tubo ao qual foram adicionados os marcadores para CysLTR2, 

CD3 e CD19. 
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  4.8.6 Adição dos anticorpos 

 

 Nos tubos LT1 foram adicionados 2 µl do anticorpo monoclonal primário 

de coelho anti-CysLTR1 humano da Marca Cayman Chemical® (origem: EUA) 

em diluição 1:100.  

 Nos tubos LT2 foram adicionados 2 µl do anticorpo monoclonal primário 

de coelho anti-CysLTR2 humano da Marca Cayman Chemical® (origem: EUA) 

em diluição 1:100. 

 Os tubos foram então incubados por imersão a 0 oC durante 20 min em 

caixa isenta de luz. Em seguida, aos tubos LT1 e LT2 foram adicionados 2 µl 

do anticorpo policlonal secundário: imunoglobulina de cabra anti-coelho 

conjugado a FITC da marca BD® (origem: EUA) em diluição 1/500. Todos os 

tubos foram então novamente incubados a 0 oC durante 40 min em caixa 

isenta de luz. 

 Após esse período, os tubos foram centrifugados a 3175 rpm durante 5 

min e o sobrenadante foi descartado. Em seguida foram adicionados 500 µl de 

PBS a cada tubo e homogeneizados em vórtex. 

 Aos tubos LT1 e LT2 foram então adicionados: 

- 2 µl de anticorpo IgG1 monoclonal de rato anti-CD19 humano, clone ID 

LT-19, concentração 1/100 e conjugado ao cromóforo PerCP (Exbio®- origem: 

República Tcheca).  

- 5 µl de anticorpo IgG1 monoclonal de rato anti-CD3 humano, clone ID 

MEM-57, em concentração 1/200 e conjugado ao cromóforo PE. (Exbio®-

origem: República Tcheca). 



 Pacientes e Métodos   32 
_____________________________________________________________________________ 

 
 

 

Os tubos foram então homogeneizados em vórtex e incubados em 

câmara escura durante 15 min a temperatura ambiente.  

Após esse período, foram adicionados 2 ml de solução de lise celular 

Excellyse da marca Exbio® (origem: República Tcheca) a cada tubo. Os tubos 

foram homogeneizados em vórtex e incubados em câmara escura por mais 15 

min a temperatura ambiente.  

Em seguida, os tubos foram homogeneizados em vórtex e centrifugados 

a 3175 rpm durante 3 min. O sobrenadante foi desprezado e foram então 

realizadas duas lavagens do pellet com solução PBS-Azida 0,1%. Por fim, as 

células foram ressuspensas em PBS e as soluções foram lidas em citômetro de 

fluxo. 

 

 

  4.8.7 Leitura e análise das amostras em citômetro de fluxo 

 

As amostras foram levadas para leitura em um citômetro de fluxo modelo 

FACSCalibur da marca BD® (origem: EUA) que estava conectado a um 

computador modelo MacPro8 da marca Apple® (origem: EUA). Foi utilizado o 

software de leitura da marca CellQuest® modelo PRO (origem: EUA), 

padronizado pela empresa BD®. 

Para cada amostra, foram feitos os seguintes ajustes antes da leitura: 

- Com o tubo controle: 

a) Padronização de aquisição de 50.000 eventos. 
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b) Ajuste de FSC e SSC: deixando a amostra em campo habitual do plot. 

c) Ajuste do gate populacional: Nas amostras TF e TP, foram estudadas 

separadamente as células pequenas (PC), as grandes (GC) e o total de 

células (TC) (Figura 4). Nas amostras SP, o gate foi alocado na região 

de células de menor tamanho e granulação (Figura 5).  

d) Ajustagem de FL1, FL2 e FL3: de modo a posicionar as populações 

controle totalmente dentro dos quadrantes inferiores esquerdos em cada 

plot de estudo. 

 

- Com o tubo LT1 de cada amostra: 

a) Ajustes de FL1, FL2 e FL3. 

b) Ajuste das relações FL1%-FL2, FL3-%FL2 e FL2-%FL3.  

c) Confirmação desse padrão nos tubos LT2. 

 

 
 

Figura 4: Análise da população celular de TF em citometria de fluxo. Os conjuntos de 
células pequenas, grandes e totais foram avaliados separadamente 
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Figura 5: Análise das populações de leucócitos em sangue periféricos por citometria de fluxo. 
Os LPs estão localizados na área circulada 

 

 

Terminados esses ajustes, as amostras foram adquiridas e os dados 

armazenados na memória do computador. 

A análise das amostras foi feita utilizando o mesmo software. Para cada 

amostra (SP, TF e TP) de um paciente, foram feitas análises distintas. 

Inicialmente foi delimitado o gate a ser estudado. Em seguida, foram alocados 

os markers nas amostras controle, deixando pelo menos 99,95% dos eventos 

nos quadrantes inferiores esquerdos. Em seguida, os markers foram aplicados 

para os plots contendo as populações celulares em estudo, de forma a 

obtermos os percentis celulares que expressam CD3 apenas, CD19 apenas, 

CD3/ CysLTR1, CD19/CysLTR1, CD3/CysLTR2, CD19/CysLTR2 (Figura 6). 
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Figura 6: Proporções de células T e B CysLTR+.  A coluna A mostra a alocação do marker; as 

colunas B, C, D e E mostram respectivamente célulasCD3+/CysLTR1+, CD3+/CysLTR2+, 
CD19+/CysLTR1+ e CD19+/CysLTR2+ nos quadrantes superiores direitos 

 
 
 
 

4.9 RT-qPCR 

 

4.9.1 Extração do RNA total 

 

Em um tubo Falcon estéril de 10 ml da marca BD® (origem: Brasil) foram 

adicionados sequencialmente 5 ml de solução Ficoll Paque da GE Healthcare® 

(origem: EUA) e 5 ml de suspensão de células TF. A suspensão foi 

centrifugada por 20 min a 2000 rpm em temperatura ambiente, em modo de 

desaceleração sem frenagem.  Em seguida, a fase leucocitária (intermediária) 
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foi transferida para um novo tubo e a solução ressuspensa em 10 ml de PBS, 

homogeneizada em vórtex e novamente centrifugada a 2000 rpm durante 10 

min. O sobrenadante foi descartado por inversão, o sedimento foi novamente 

ressuspenso em 10 ml de PBS, homogeneizado em vórtex e novamente 

centrifugado a 2000 rpm durante 10 min. A partir do sedimento obtido, o RNA 

total foi extraído com RNeasy Mini Kit da Qiagen® (origem: EUA) de acordo 

com as instruções do fabricante (Anexo D). A concentração e a pureza de RNA 

obtidos foram avaliadas em espectrofotômetro (Modelo NanoDrop 2000c-

Thermo Scientific®, origem: EUA).  

 

 

4.9.2 Síntese de cDNA 

 

Alíquotas de 1,0µg de RNA total foram submetidas a transcrição reversa 

para cDNA usando o kit Superscript III da marca Invitrogen® (origem: EUA), de 

acordo com as orientações do fabricante (Anexo E). 

 

 

4.9.3 Amplificação 

 

Um volume de cDNA equivalente a 20 ng de RNA total foi submetido a 

RT-qPCR em triplicata no 7500 Fast PCR real time (Applied Biossystems®, 

origem: EUA), na concentração inicial e em dissolução de 1/10, 1/100, 1/1000 e 
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1/10.000. Foi utilizado o kit SYBR® Green PCR Master Mix- Invitrogen®, 

origem: EUA. O protocolo do fabricante encontra-se no Anexo F. 

Os primers de PCR para CysLTR1, CysLTR2, e β-actina (Invitrogen®, 

origem: EUA) estão descritos no Quadro 3: 

 
 
 

Quadro 3:Primers utilizados na amplificação de CysLTR1, CysLTR2, e  
β-actina 

 

CysLTR1 
forward primer 5’-TGACCGCTGCCTTTTTAGTC-3’ 

reverse primer 5’-AGGAGAGGGTCAAAGCAACA-3’ 

CysLTR2 
forward primer 5’-TCCACTTGACGACATGGAAA-3’ 

reverse primer 5’-GGCCTTTTCTGAGTGCAGAC-3’ 

β-actina  
forward primer 5’-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3’ 

reverse primer 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’ 

 
 
 
 

As condições de ciclo consistiram de um ciclo a 95 °C durante 3 min, 40 

ciclos (95 °C durante 30s, 60 °C durante 60 s), e o ciclo final de dissociação (95 

°C durante 60 s e o aumento passo a passo de 55 para 95 °C). Cada um dos 

limiares do ciclo calculados para CysLTR1 CysLTR2 e foram normalizados em 

relação ao limiar de ciclo de β-actina correspondente. Assim, CysLTR1 e 

CysLTR2 foram expressos como razões do gene de interesse para o valor o 

valor β-actina correspondente. Os resultados da RT-qPCR foram analisados 

usando Software 7500 (Applied Biossystems®, origem: EUA). 
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Os métodos utilizados estão resumidos na Figura 7: 
 

 

 
 

Figura 7: Resumo da metodologia utilizada no presente estudo 

 
 

 

4.10 Análises de dados 

 

Os dados obtidos foram comparados usando-se o Teste t de Student 

para comparação de médias de variáveis contínuas e o Teste Qui-quadrado 

para as comparações de variáveis categóricas. As análises de multivariáveis 

foram feitas através do teste ANOVA seguido do teste post hoc de Tukey. As 

correlações foram medidas através do coeficiente de correlação de postos de 

Spearman. Adotou-se p <0,05 como padrão de significância. A expressão 

genética e fenotípica de CysLTR1 e CysLTR2 foram os principais desfechos 

deste estudo.  
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Descrição da amostra 

 

Trinta crianças foram incluídas em cada grupo. As características 

clínicas dos indivíduos estão apresentadas na Tabela 1. Não houve diferença 

estatística entre idade, sexo, IMC (kg/m2), IMC (índice z), grau de oclusão 

faríngea e tamanho de TP. As crianças do grupo SE diferiram das NS por 

apresentarem reações positivas para um ou mais alérgenos testados e índice 

superior no PSQ (p=0.05). 

 

 

Tabela 1: Características clínicas da população em estudo 
 

 
SE (n=30) NS (n= 30) p  

  
Idade em anos (média ±dp) 7,5±1,5 7,7±1,3 0,34* 

Sexo masculino (%) 18 (60) 11 (36) 0,48** 

Pontuação no PSQ (média ±dp) 13,5±2,2 12,0±2,0 0,05* 

IMC - kg/m2 (média ±dp) 16,6±1,6 17,0±1,8 0,73* 

IMC - índice z (média ±dp) 0,8±1,3 0,9±1,2 0,58** 

Grau de hiperplasia de TP (média ±dp) 3,6±0,5 3,9 ±0,6 0,18** 

% oclusão de rinofaringe por TF (média ±dp) 78,6±9,1 78,3±9,8 0,69* 

Número de alérgenos reagentes no TCAI (média ±dp) 1,6 ±0,6 0±0 <0,001** 

    

*teste t de student 
** teste Chi quadrado 
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5.2 Correlações clínicas 

 

 Nos dois grupos foram observadas correlações pequenas entre as 

principais características clínicas dos indivíduos (Tabelas 2 e 3).   

 

 

Tabela 2: Correlações entre os dados clínicos dos pacientes do grupo SE 
 

    

 
Pontuação no 

PSQ 
% oclusão de 

rinofaringe por TF 
Grau de hiperplasia 

de TP 

    

    

% oclusão de rinofaringe por TF (0,09) 1 (X) 

Grau de hiperplasia de TP (0,09) (0,14) 1 

Número de alérgenos reagentes no TCAI (0,14) 0,18 (0,34) 

    

Teste: coeficiente de correlação de postos de Spearman 

 
 
 
 
 

Tabela 3: Correlações entre os dados clínicos dos pacientes do grupo NS 
 

   

 Pontuação no 
PSQ 

% oclusão de 
rinofaringe por TF 

   

 
  

% oclusão de rinofaringe por TF 0,08 1 

Grau de hiperplasia de TP (0,18) 0,03 

   

Teste: coeficiente de correlação de postos de Spearman 
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5.3 Citometria de fluxo 

 

5.3.1 Comparações das expressões de CysLTR1 e CysLTR2 

em SE e NS 

 

5.3.1.1 Células de TF 

 

No grupo de células pequenas, crianças NS tiveram expressões mais 

elevadas de CysLTR1 e CysLTR2 em todas as subpopulações celulares, sendo 

significativa para linfócitos CD3+/CysLTR1+. Houve também expressão mais 

elevada de CysLTRs entre as grandes células de indivíduos NS, significativa 

para linfócitos CD3+/CysLTR1+, CD19+/CysLTR1+ e CD19+/CysLTR2+. 

Finalmente, considerando-se todas as células, foi novamente significativa a 

maior expressão de CysLTR1 em linfócitos T de NS (Tabela 4). 

    

 

5.3.1.2 Células de TP 

 

 As células de TP também apresentaram maior expressão de CysLTRs 

entre os NS, sendo essa diferença significativa entre as células 

CD19+/CysLTR1+ pequenas e grandes (Tabela 5). 
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5.3.1.3 Sangue periférico 

 

 A Tabela 6 mostra os percentis de cada subpopulação estudada. Não 

houve tendência a maior expressão de um dos receptores, bem como não 

houve diferença estatística entre as médias. 

 

Tabela 4: Diferenças entre a expressão de CysLTR1 e de CyLTR2 em 
linfócitos de tonsilas faríngeas dos indivíduos SE e NS 

 

 
  SE (n=30) 

média ±dp 
NS (n= 30) 
média ±dp 

p*   

       

C
É

L
U

L
A

S
 

P
E

Q
U

E
N

A
S

 

% do total de células da TF 73,6 ±6,3 71,3 ±9,6 0,28 

 

%células CD3+ 32,5 ±6,0 32,7 ±3,0 0.87 

  

% de células CD3+ expressando CysLT1R 4.6 ±2,2 6,5 ±5,0 0,04 

  

% de células CD3+ expressando CysLT2R 9,5 ±4,8 11,6 ±7,9 0,23 

 

% células CD19+ 56,1 ±11,4 54,7 ±10,5 0,61 

  

% de células CD19+ expressando CysLT1R 30,6 ±16,3 36,2 ±13,7 0,15 

  

% de células CD19+ expressando CysLT2R 37,2 ±17,1 42,1 ±16,1 0,25 

      

 
 

 
   

C
É

L
U

L
A

S
 

G
R

A
N

D
E

S
 

% do total de células da TF 19,5 ±4,4 20,5 ±4,5 0,36 

 

% células CD3+ 20,5 ±7,5 30,0 ±8,6 0,09 

  

% de células CD3+ expressando CysLT1R 40,9 ±14,5 47,6 ±11,7 0,05 

 
 

% de células CD3+ expressando CysLT2R 52,2 ±12,2 56,1 ±11,3 0,20 

 

% células CD19+ 61,1 ±8,0 61,5 ±5,3 0,82 

  

% de células CD19+ expressando CysLT1R 44,6 ±16,9 54,1 ±12,4 0,01 

  

% de células CD19+ expressando CysLT2R 55,3 ±11,3 61,5 ±12,6 0,05 

 
 

 
         

T
O

D
A

S
  

C
É

L
U

L
A

S
 % do total de células da TF 93,7 ±2,1 93,7 ±2,8 0,97 

 

% células CD3+ 33,5 ±6,6 36,4 ±7,8 0,11 

 
 

% de células CD3+ expressando CysLT1R 11,1 ±5,5 13,7 ±6,2 0,04 

 
 

% de células CD3+ expressando CysLT2R 17,0 ±7,5 19,2 ±8,3 0,28 

 

% células CD19+ 53,7 ±11,6 53,1 ±11,2 0,82 

  

% de células CD19+ expressando CysLT1R 27,0 ±12,0 32,2 ±12,0 0,06 

  

% de células CD19+ expressando CysLT2R 36,2 ±11,0 40,3 ±15,0 0,23 

       

 * teste t de Student. 
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Tabela 5: Diferenças entre a expressão de CysLTR1 e de CyLTR2 em 
linfócitos de tonsilas palatinas dos indivíduos SE e NS 

 

 
  SE (n=30) 

média ±dp 
NS (n= 30) 
média ±dp 

p*   

       

C
É

L
U

L
A

S
 

P
E

Q
U

E
N

A
S

 

% do total de células da TP 67,7 ±7,9 68,3 ±6,3 0,20 

 

% células CD3+ 31,4 ±6,0 39,3 ±14,2 0,006 

  

% de células CD3+ expressando CysLTR1 4,8 ±2,6 5,8 ±5,0 0,30 

  

% de células CD3+ expressando CysLTR2 10,1 ±4,2 10,5 ±6,1 0,74 

 

% células CD19+ 50,6 ±13,3 51,4 ±9,2 0,79 

  

% de células CD19+ expressando CysLTR1 22,3 ±13,0 28,2 ±13,5 0,05 

  

% de células CD19+ expressando CysLTR2 34,0 ±13,4 36,7 ±13,0 0,43 

 
 

 
         

C
É

L
U

L
A

S
 

G
R

A
N

D
E

S
 

% do total de células da TP 22,1 ±6,2 23,4 ±6,7 0,43 

 

% células CD3+ 24,8 ±7,4 25,7 ±6,1 0,60 

  

% de células CD3+ expressando CysLTR1 34,8 ±14,8 38,2 ±9,8 0,30 

 
 

% de células CD3+ expressando CysLTR2 50,4 ±13,5 52,1 ±9,0 0,85 

 

% células CD19+ 64,2 ±9,0 66,3 ±6,4 0,66 

  

% de células CD19+ expressando CysLTR1 37,1 ±17,4 44,6 ±12,1 0,05 

  

% de células CD19+ expressando CysLTR2 50,4 ±15,5 54,9 ±10,9 0,20 

 
 

 
         

T
O

D
A

S
  

C
É

L
U

L
A

S
 % do total de células da TP 92,6 ±2,9 92,2 ±2,7 0,53 

 

% células CD3+ 33,2 ±5,6 38,3 ±8,0 0,005 

 
 

% de células CD3+ expressando CysLTR1 11,7 ±6,4 13,0 ±6,0 0,41 

 
 

% de células CD3+ expressando CysLTR2 19,2 ±8,7 19,5 ±7,5 0,88 

 

% células CD19+ 50,8 ±12,0 51,3 ±9,4 0,84 

  

% de células CD19+ expressando CysLTR1 23,7 ±13,0 27,0 ±12,0 0,30 

  

% de células CD19+ expressando CysLTR2 35,9 ±13,4 37,6 ±13,0 0,62 

       

* teste t de Student. 
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Tabela 6: Diferenças entre a expressão de CysLTR1 e de CyLTR2 em 
linfócitos de sangue periférico dos indivíduos SE e NS 

 

 
SE (n=30) 
média ±dp 

NS (n= 30) 
média ±dp 

p* 

 

    

% do total de leucócitos 29,0 ±11,8 31,6 ±12,6 0,41 

 

% células CD3+ 67,8 ±10,0 67,2 ±9,5 0,82 

 % de células CD3+ expressando CysLT1R 1,3 ±1,5 0,8 ±0,4 0,09 

 % de células CD3+ expressando CysLT2R 12,9 ±9,5 12,3 ±10,2 0,82 

% células CD19+ 14,6 ±5,1 13,7 ±5,9 0,53 

 % de células CD19+ expressando CysLT1R 61,3 ±21,8 67,1 ±13,9 0,22 

 % de células CD19+ expressando CysLT2R 72,6 ±17,3 71,6 ±18,3 0,83 

      

* teste t de Student. 

 
 
 
 

5.3.2 Expressão de CysLTR1 versus CysLTR2 

 

A expressão de CysLTR1 foi comparada à de CysLTR2 na TF 

separadamente nos grupos de SE e NS. Observou-se maior expressão de 

CysLTR2 em todas as células estudadas, com exceção de células pequenas 

CD19+ em ambos os grupos (Tabelas 7 e 8). 

 
 

Tabela 7: Expressão de CysLTR1 versus CysLTR2 em indivíduos SE 
 

  
Células CD3+ 

 
p* 

  
Células CD19+ 

p* 
CysLTR1+ 

(n=30) 
 

CysLTR2+ 
(n=30) 

CysLTR1+ 
(n=30) 

CysLTR2+ 
(n=30) 

        

PC (média ±dp) 4,7 ±2,3 9,6 ±4,8 <0,01  30,6 ±16,2 37,2 ±17,1 0,07 

GC (média ±dp) 40,9 ±14,5 52,2 ±12,2 <0,01  44,6 ±16,9 55,3 ±11,3 <0,01 

TC (média ±dp) 11,1 ±5,5 17,0 ±7,5 <0,01  27,0 ±12,0 36,2 ±11,0 <0,01 
        

* teste t de Student. 
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Tabela 8: Expressão de CysLTR1 versus CysLTR2 em indivíduos NS 
 

  
Células CD3+ 

 
p* 

  
Células CD19+ 

p* 
CysLTR1+ 

(n=30) 
CysLTR2+ 

(n=30) 
 

CysLTR1+ 
(n=30) 

CysLTR2+ 
(n=30) 

        

PC (média ±dp) 6,6 ±5,1 11,6 ±7,9 <0,01  36,2 ±13,7 42,1 ±16,1 0,12 

GC (média ±dp) 47,6 ±11,7 56,1 ±11,3 <0,01  54,1 ±12,4 61,5 ±12,6 <0,01 

TC (média ±dp) 13,7 ±6,2 19,2 ±8,3 <0,01  32,2 ±12,0 40,3 ±15,0 <0,01 
        

* teste t de Student. 

 
 

 

5.3.3- Expressão de CysLTRs nos diferentes estágios de 

diferenciação celular 

 

Avaliando todos os indiíduos em um único grupo, observou-se que entre 

as células CD3+ há maior exposição de ambos CysLTRs nas células grandes 

de tonsilas. As células pequenas apresentaram expressão intermediária e a 

menor expressão foi observada nos linfócitos de SP (Gráficos 1 e 2). 

 

Gráfico de caixas 1:  Percentis de células CD3+/CysLTR1+ em SP, PC e GC 
 

 
 

Testes: ANOVA e Tukey 
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Gráfico de caixas 2:  Percentis de células CD3+/CysLTR2+ em SP, PC e GC 
 

 
 

Testes: ANOVA e Tukey 

 
 

As células CD19+ apresentaram maior exposição de CysLTR1 e 

CysLTR2 no sangue periférico. A menor expressão ocorreu entre as células 

tonsilares pequenas e as células grandes apresentaram expressão 

intermediária (Gráficos 3 e 4). 

 

Gráfico de caixas 3:  Percentis de células CD19+/CysLTR1+ em SP, PC e GC 
 

 
 

Testes: ANOVA e Tukey 
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Gráfico de caixas 4:  Percentis de células CD19+/CysLTR2+ em SP, PC e GC 
 

 
 

Testes: ANOVA e Tukey 

 
 

 

Quando os indivíduos foram divididos entre SE e NS, o perfil celular 

permanece semelhante, com maior expressão de CysLTRs em células grandes 

CD3+ e em linfócitos periféricos CD19+  (Tabelas 9 e 10). 

 
 
 

Tabela 9: Análise multivariada da expressão dos CysLTRs em SP, PC e  
GC nos indivíduos SE 

 
      
 F* p* SP vs PC** SP vs GC** PC vs GC** 

 

 
CD3+/CysLTR1+ 

 
481,3 

 
<0,01 

 
0,38 

 
<0,01 

 
<0,01 

 
CD3+/CysLTR2+ 387,5 <0,01 0,19 <0,01 <0,01 

 
CD19+/CysLTR1+ 48,8 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 

 
CD19+/CysLTR2+ 68,6 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 

 
 

 n=30 
 *ANOVA 
 ** Teste de Tukey 
  

 
 



 Resultados   49 
_____________________________________________________________________________ 

 
 

 

Tabela 10: Análise multivariada da expressão dos CysLTRs em SP, PC e  
GC nos indivíduos NS 

 
   
 F*      p* SP vs PC** SP vs GC** PC vs GC** 

 

 
CD3+/CysLTR1+ 

 
507,8 

 
<0,01 

 
0,51 

 
<0,01 

 
<0,01 

 
CD3+/CysLTR2+ 402,2 <0,01 0,30 <0,01 <0,01 

 
CD19+/CysLTR1+ 55,8 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 

 
CD19+/CysLTR2+ 60,7 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 

 

 n=30 
 *ANOVA 
 ** Teste de Tukey 

 
 
 
 

5.4 RT-qPCR  

 

Considerando-se o total de células de TF, a expressão de RNAm de 

CysLTR1 e de CysLTR2 padronizadas contra a expressão de RNAm de β-

actina não foi significativamente diferente entre os grupos (Tabela 11). As 

curvas de padronização de Ct encontram-se nos Anexos G, H e I. 

 

Tabela 11: Expressão gênica relativa de CysLTR1 e CysLTR2 em relação a  
β-actina 

 

 

 
SE (n=22) 
média ±dp 

 

NS (n=23) 
média ±dp 

 

p* 

RNAm CysLT1R/β-actina  1,17 ±0,70 0,99 ±0,62 0,37 

RNAm CysLT2R/β-actina 0,42 ±0,78 0,91 ±1,47 0,17 

* teste t de Student. 
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5.5 Testes de correlação 

   

5.5.1 Correlações clínico-celulares 

 

 Relacionando as expressões celulares com as principais características 

clínicas, não houve correlações fortes, mostrando independência entre as 

medidas (Tabelas12 e 13). 

 
 

Tabela 12: Correlações entre os achados clínicos e a expressão dos CysLTRs 
nas subpopulações celulares de indivíduos SE 

 
 

 

Pontuação 
no PSQ 

 
% de oclusão 
de rinofaringe 

por TF 
 

Grau de 
hiperplasia 

de TP 

Número de 
alérgenos reagentes 

no TCAI 
 

 

     

C
É

L
U

L
A

S
 

P
E

Q
U

E
N

A
S

 

% células CD3+/CysLTR1+ 0,00 0,04 (0,39) 0,28 

% células CD3+/CysLTR2+ 0,11 0,15 (0,20) 0,34 

% células CD19+/CysLTR1+ (0,28) (0,23) (0,18) 0,13 

% células CD19+/CysLTR2+ 0,00 0,01 (0,33) 0,35 

 

     

C
É

L
U

L
A

S
 

G
R

A
N

D
E

S
 

% células CD3+/CysLTR1+ 0,02 0,02 (0,32) 0,06 

% células CD3+/CysLTR2+ 0,24 0,01 (0,18) 0,23 

% células CD19+/CysLTR1+ (0,12) (0,14) (0,14) 0,02 

% células CD19+/CysLTR2+ 0,10 (0,05) (0,02) 0,16 

 

     

T
O

D
A

S
 

C
É

L
U

L
A

S
 % células CD3+/CysLTR1+ (0,02) (0,01) (0,28) 0,16 

% células CD3+/CysLTR2+ 0,09 0,08 (0,18) 0,31 

% células CD19+/CysLTR1+ (0,27) (0,17) (0,17) 0,16 

% células CD19+/CysLTR2+ (0,07) 0,01 (0,22) 0,25 
 

     

S
A

N
G

U
E

 

P
E

R
IF

É
R

IC
O

 % células CD3+/CysLTR1+ 0,17 (0,03) (0,07) 0,48 

% células CD3+/CysLTR2+ (0,06) (0,36) 0,15 0,01 

% células CD19+/CysLTR1+ (0,35) 0,14 (0,20) 0,36 

% células CD19+/CysLTR2+ (0,33) (0,04) (0,41) 0,22 

     

n=30 
Teste: coeficiente de correlação de postos de Spearman 
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Tabela 13: Correlações entre os achados clínicos e a expressão dos CysLTRs 
nas subpopulações celulares de indivíduos NS 

 
 

 

Pontuação 
no PSQ 

 
% de oclusão 
de rinofaringe 

por TF 
 

Grau de 
hiperplasia 

de TP 

 

    

C
É

L
U

L
A

S
 

P
E

Q
U

E
N

A
S

 

% células CD3+/CysLTR1+ 0,00 (0,14) 0,15 

% células CD3+/CysLTR2+ (0,09) (0,12) 0,14 

% células CD19+/CysLTR1+ (0,20) (0,36) 0,17 

% células CD19+/CysLTR2+ (0,16) (0,41) 0,15 

 

    

C
É

L
U

L
A

S
 

G
R

A
N

D
E

S
 

% células CD3+/CysLTR1+ (0,03) 0,13 0,14 

% células CD3+/CysLTR2+ 0,13 (0,13) 0,21 

% células CD19+/CysLTR1+ (0,07) (0,28) 0,02 

% células CD19+/CysLTR2+ 0,05 (0,23) (0,03) 

 

    

T
O

D
A

S
 

C
É

L
U

L
A

S
 % células CD3+/CysLTR1+ (0,18) (0,25) 0,06 

% células CD3+/CysLTR2+ (0,14) (0,18) 0,00 

% células CD19+/CysLTR1+ (0,21) (0,36) 0,20 

% células CD19+/CysLTR2+ (0,18) (0,36) 0,12 
 

    

S
A

N
G

U
E

 

P
E

R
IF

É
R

IC
O

 % células CD3+/CysLTR1+ (0,12) (0,41) (0,16) 

% células CD3+/CysLTR2+ 0,02 (0,17) 0,04 

% células CD19+/CysLTR1+ (0,02) (0,27) (0,02) 

% células CD19+/CysLTR2+ (0,03) (0,33) (0,31) 

    

n=30 
Teste: coeficiente de correlação de postos de Spearman 

 
 
 

 

5.5.2 Correlações entre a expressão celular e a expressão 

genética 

 

Foram testadas as correlações entre a expressão de RNAm para os 

genes em estudo e os percentis de células expressando cada CysLTR (Tabela 
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14). Os valores obtidos de rho (significância de 0,05) não evidenciam 

correlação entre tais medidas. 

 

 

Tabela 14: Correlações entre a expressão dos CysLTRs em cada 
subpopulação celular com as expressões gênicas em 
indivíduos SE 

 
 

 

CysLT1R/β-actina 
 

 
CysLT2R/β-actina 

 

 

   

C
É

L
U

L
A

S
 

P
E

Q
U

E
N

A
S

 

% células CD3+/CysLTR1+ 0,20 (0,20) 

% células CD3+/CysLTR2+ 0,12 (0,22) 

% células CD19+/CysLTR1+ 0,05 (0,07) 

% células CD19+/CysLTR2+ 0,16 (0,04) 

 

   

C
É

L
U

L
A

S
 

G
R

A
N

D
E

S
 

% células CD3+/CysLTR1+ 0,01 (0,07) 

% células CD3+/CysLTR2+ (0,13) (0,11) 

% células CD19+/CysLTR1+ 0,01 (0,02) 

% células CD19+/CysLTR2+ (0,02) (0,04) 

 

   

T
O

D
A

S
 

C
É

L
U

L
A

S
 % células CD3+/CysLTR1+ 0,11 (0,12) 

% células CD3+/CysLTR2+ 0,12 (0,06) 

% células CD19+/CysLTR1+ 0,15 (0,07) 

% células CD19+/CysLTR2+ 0,15 (0,11) 
 

   

S
A

N
G

U
E

 

P
E

R
IF

É
R

IC
O

 % células CD3+/CysLTR1+ 0,21 0,17 

% células CD3+/CysLTR2+ (0,05) (0,22) 

% células CD19+/CysLTR1+ (0,05) (0,09) 

% células CD19+/CysLTR2+ 0,13 0,02 

   

n=30 
Teste: coeficiente de correlação de postos de Spearman 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

6.1 O perfil populacional 

 

Os grupos apresentaram características clínicas homogêneas em 

relação à idade, ao gênero e índice z médio do IMC. A evidente hiperplasia de 

TF (grau médio de oclusão faríngea de 78%) e a hiperplasia de TP (grau médio 

de 3,6 em SE e 3,9 em NS) caracterizaram a HT como a principal razão para a 

ocorrência de SAOS.  

Houve fracas correlações entre o grau de hiperplasia de TF e TP 

(Tabelas 2 e 3) e a pontuação no PSQ. Esse dado está de acordo com os 

estudos prévios que mostram independência entre o tamanho das tonsilas e o 

IAH (Hwang, 2013; Leitzen, 2014). A revisão sistemática de Nolan et al. (2011) 

concluiu que os clínicos devem ponderar a fraca associação entre o grau de HT 

e o IAH no momento da decisão pela abordagem cirúrgica. Nossos dados 

também corroboram os achados de Tagaya et al., (2012), que sugerem 

associação entre o grau de HT e o IAH, em crianças pré-escolares e 

associação fraca em crianças maiores que 5 anos. 

Observou-se também fraca correlação entre o número de testes 

positivos no TCAI e o grau de HT. Considerando que a média de testes 

positivos entre os SE foi de 1,6 ±0,6, os testes de correlação têm seu valor 

limitado, devido à baixa média de testes positivos na amostra. 
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Os estudos prévios sobre a expressão de CysLTRs em tonsilas haviam 

comparado pacientes portadores de SAOS com indivíduos portadores de 

tonsilites de repetição, demonstrando mínima expressão dos receptores de 

cisteinil-leucotrienos no segundo grupo (Goldbart et al., 2004; 2005; Shen et al., 

2012). Os dados sobre o perfil celular de tonsilas sem hiperplasia são 

escassos, uma vez que tal tecido não é disponível para ser removido, por 

razões éticas. Considerou-se, a priori, que a utilização de indivíduos portadores 

de tonsilite de repetição como controles de portadores de HT tem um valor 

científico relativo, pois a ocorrência das infecções indica a presença de 

distúrbio de provável natureza imunológica ou infecciosa nesses pacientes. 

Dessa forma, no presente estudo, foram excluídos os pacientes com tonsilites 

recorrentes, de forma a obtermos uma amostra mais homogênea, dividida em 

dois grupos, entre os quais a principal diferença é a ocorrência de AR. Os 

estudos prévios utilizaram amostras de indivíduos sem alergias (Goldbart et al., 

2004; 2005) ou não discriminaram tais alergias como fator de exclusão 

(Tsaoussoglou et al., 2012; 2014; Shen et al., 2012). O montelucaste é utilizado 

em terapia de doenças alérgicas, como asma e rinites e também tem efeito 

positivo no tratamento de SAOS leve secundária a HT, mesmo em indivíduos 

não alérgicos. Consideramos que comparação de grupos de sensibilizados e 

não sensibilizados quanto à expressão dos CysLTRs traria novos dados sobre 

a ação desses receptores na fisiopatologia da HT. 

Por não haver dados prévios das possíveis diferenças entre os grupos, o 

tamanho do tamanho da amostra foi estimado no princípio estatístico de 

distribuição normal (Callegari-Jacques, 2007), em caráter exploratório. 



Discussão   56 
_____________________________________________________________________________ 

 
 

 

6.2 O Diagnóstico de SAOS 

 

A pontuação média do PSQ foi acima do limítrofe para diagnóstico da 

SAOS em ambos os grupos (Tabela 1). Segundo Chervin et al. (2000), a 

sensibilidade e especificidade diagnóstica crescem proporcionalmente à 

pontuação no PSQ. No entanto, nesse trabalho os autores não especificam os 

valores de especificidade e sensibilidade para cada pontuação obtida.  

O diagnóstico da SAOS baseado exclusivamente na pontuação do PSQ, 

sem a realização de polissonografia, pode ser considerado uma limitação do 

presente estudo. A utilização do PSQ como única ferramenta diagnóstica da 

SAOS é criticada por autores como Spruyt et al. (2011). Porém, os objetivos 

deste estudo foram avaliar o perfil celular das tonsilas hiperplásicas causadoras 

da SAOS, independentemente da gravidade do quadro. Também se deve 

considerar que a sensibilidade e a especificidade do PSQ justificam seu uso 

em estudos clínicos, como já feito anteriormente (Tsaoussoglou et al., 2012; 

Guilleminault et al., 2013). De acordo com Rosen et al. (2003; 2015), esse 

questionário tem uma sensibilidade e especificidade equivalentes às da 

polissonografia para diagnosticar SAOS em crianças e é mais abrangente 

devido a sua avaliação das diversas manifestações dos DRS. 

A diferença na pontuação do PSQ, com maior gravidade entre os SE 

corrobora os resultados de estudos anteriores (Filiaci et al., 1997; McColley et 

al., 1997), que indicam as alergias respiratórias como fatores de risco para 

SAOS. Esses estudos não correlacionam, de maneira fisiopatológica, a AR 

com a HT, uma vez que se baseiam em características clínicas e esses autores 
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sugerem que a intensificação da SAOS ocorra devido à sobreposição dos dois 

distúrbios. Conforme o estudo de Kim et al. (2015), a AR é um fator relevante 

na patogênese da SAOS e pode impedir a resolução dos parâmetros clínicos 

noturnos mesmo após a realização de A2. 

 

 

6.3 Os CysLTRs e a hiperplasia de TF 

 

As células pequenas CD3+/CysLTR1+ totalizaram 11,1% ±5,5% sendo 

esse valor semelhante aos achados de Tsaoussoglou et al. (2012), em que 

essas células totalizaram 14% (2.8–22.1). Já as células CD3+/CysLTR2+ 

totalizaram 17,0% ±7,5% no presente estudo, enquanto o estudo prévio 

descreveu 36.4% (5.2–50.2). A amostra do estudo Tsaoussoglou et al. (2012) 

era composta por 10 indivíduos e apresentou grande variância, enquanto a 

presente amostra é composta por 30, sendo a variância menor. Dessa forma, 

acreditamos que a média obtida no presente estudo seja mais compatível com 

a média real desses indivíduos. 

O mesmo estudo descreveu anatomicamente a expressão dos CysLTRs 

em células B nos centros germinativos e na zona do manto. Nesse artigo, 

36,5% das células pequenas CD19+ eram CD19+/CysLTR1+ e dessas, 45,8% 

eram CD19+/CysLTR2+. Tais valores são próximos aos obtidos neste estudo 

(30,6% e 37,2% respectivamente). Esses linfócitos, de acordo com Mashid et 

al. (2009), apresentam também alta expressão da 5-LO, LTA4H e LTC4S 

intracelulares. Conforme já descrito anteriormente, um efeito importante da 
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ativação dos CysLTRs é o aumento das taxas de divisão celular (Panettieri et 

al., 1998; Ravasi et al., 2006; Spinozzi et al., 2004; Paruchuri et al., 2003; 

Matsuyama et al., 2007; 2008; Magnusson et al., 2010; 2011).  

Já em relação às células grandes, os valores descritos por 

Tsaoussoglou et al. (2012) eram de 6,6% e 12,7% de CD19+/CysLTR1+ e 

CD19+/CysLTR2+, respectivamente. Essas médias conflitam com os presentes 

achados, nos quais as médias foram 44,6% e 55,3%, respectivamente. Tais 

diferenças podem ser explicadas pelo tamanho da amostra e pela possível 

presença de células dendríticas nesse grupo em nossa amostra. 

O papel agonista dos CysLTRs na divisão celular de células neoplásicas 

foi demonstrado na série de artigos de Matsuyama et al. e Magnusson et al.; 

um papel semelhante foi descrito para células inflamatórias (Panettieri et al., 

1998; Ravasi et al., 2006). Nos linfócitos tonsilares, tal ação foi mais elucidada 

por Dayyat et al. (2009), que mostraram uma redução na divisão celular em 

culturas contendo montelucaste e BAY u9773. Esse efeito foi também 

associado à indução de apoptose quando os linfócitos T ativados foram 

expostos a concentrações crescentes de montelucaste (Spinozzi et al. 2004). 

Dessa forma, considerando os dados coletados anteriormente e os 

encontrados neste estudo, sugerimos que, em tonsilas, a síntese de CysLTs e 

a ativação de CysLTR1 e 2 culminem na proliferação celular e consequente 

hiperplasia. 

Já foi demonstrado que os CysLTs têm ação na quimiotaxia e migração 

de células Th2 e Th17 (Lee et al, 2015; Xue et al., 2015) e nossos achados não 



Discussão   59 
_____________________________________________________________________________ 

 
 

 

permitem discriminar a proporção de linfócitos provenientes do sangue 

periférico.  

Na periferia, a expressão do CysLTR1 em indivíduos normais ocorre em 

cerca de 4% dos linfócitos T (Figueroa et al., 2001), sendo esse valor 

semelhante ao encontrado em nosso estudo (1,3% em SE e 0,8% em NS). Em 

relação aos CysLTR2, o estudo de Heise et al. (2000) mostrou alta expressão 

em monócitos e em eosinófilos. Nossos dados também mostraram alta 

expressão desse receptor em células T e B. Não houve diferença na expressão 

dos CysLTRs em linfócitos periféricos de crianças SE e NS; esse dado sugere 

que as alergias respiratórias não estimulam significativamente a expressão de 

tais receptores na periferia. 

Já nos tecidos tonsilares, as crianças sensibilizadas apresentaram 

expressões mais baixas de CysLTR1 e CysLTR2 do que as crianças não 

sensibilizadas e não houve diferença significativa no tamanho das TF e das TP 

entre os dois grupos. Considerando que crianças alérgicas apresentam maior 

concentração tissular de cisteinil-leucotrienos (Cifone et al., 1995; Figueroa et 

al., 2003), pode-se sugerir que os indivíduos sensibilizados necessitam menos 

expressão dos CysLTRs para obter o mesmo fenótipo que os indivíduos não 

sensibilizados.  Essa proposição sugere uma tendência para uma associação 

negativa entre HT e AR e discorda da hipótese inicial dos autores. 

Essa mesma diferença na expressividade não foi observada na 

contagem de RNAm através de RT-qPCR. Neste estudo, o RNAm foi extraído 

do total de células das TF, sem separação por subtipos e também não foi 

possível fazer a extração do material genético de todos os indivíduos, o que 
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restringiu o tamanho da amostra. Por tais motivos, a avaliação da expressão 

gênica foi limitada no presente trabalho. Deve-se considerar, contudo, que o 

objetivo principal dos autores foi quantificar a expressão proteica na superfície 

celular, uma vez que ela determina o seu comportamento. 

Não houve correlação forte entre os principais achados clínicos e os 

perfis celulares, sugerindo que todas as subpopulações estudadas contribuem 

de forma semelhante com a para a patogênese da HT. Virtualmente, todas as 

linhas celulares de crianças SE e NS têm maior expressão de CysLTR2 do que 

CysLTR1, porém os achados não nos permitem determinar se um dos 

receptores tem maior atividade nesse fenômeno. Na prática clínica, dispomos 

de drogas capazes de bloquear apenas o CysLTR1. Estes medicamentos têm 

eficácia no tratamento da SAOS pediátrica leve, mesmo em indivíduos sem 

alergias respiratórias (Goldbart et al., 2004; 2005). BAY u9773 e BAY CysLT2 

bloqueiam CysLTR2 e estão disponíveis exclusivamente para uso in vitro, e 

seu potencial para inibir a proliferação de células (Mashid et al., 2009; Figueroa 

et al., 2003) foi mostrado. Estes dados reforçam o potencial impacto positivo 

que novas drogas capazes de bloquear o CysLTR2 poderão ter no tratamento 

não cirúrgico da HT em crianças.  

O desenho utilizado em nosso estudo (comparando crianças alérgicas e 

não alérgicas) não foi utilizado previamente, e o tamanho da amostra fornece 

uma representação populacional relevante. Além disso, a citometria de fluxo 

proporciona uma medição muito precisa dos perfis celulares.   
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6.4 Os CysLTRs e a maturação linfocitária 

 

Nossos resultados complementam aqueles descritos no estudo de 

Tsaoussoglouet al.(2012), em que os linfócitos CD19+ de tonsilas foram 

classificados, de acordo com seu tamanho em citometria de fluxo, em 

pequenos (células maduras) e médios/ grandes (centrócitos e centroblastos). 

Tal estudo não descreveu a expressão de CD3+ em células grandes, em 

conflito com nossos achados, que apresentaram cerca de 30% de células 

CD3+ em tal subpopulação. No entanto, nossos dados estão de acordo com 

outros estudos anteriores (Hsuet al., 1985; Wipfler et al., 2011) que descreviam 

fração relevante da população de células T crescendo em tamanho durante a 

divisão e maturação. 

As células progenitoras linfóides migram da medula óssea para órgãos 

linfoides secundários para diferenciar. Em linfonodos e tonsilas, os linfócitos T 

estão concentrados principalmente na área extrafolicular (Wipfleret al., 2011; 

Kjeldsen et al., 2011), onde, após o contato com o antígeno específico, 

começam a expansão clonal. A ativação e a divisão celular são mediadas por 

uma ampla variedade de citocinas e os cisteinil-leucotrienos são um importante 

mediador desse processo (Thivierge et al., 2009, Spanbroek et al., 2000;Dayyat 

et al., 2009). Nesse contexto, a expressão mais elevada de CysLTRs em 

células grandes pode sugerir um papel da via dos leucotrienos, não só em 

proliferação, mas também a maturação de linfócitos T em tonsilas. Além disso, 

a concentração basal de leucotrieno em tecido tonsilar hiperplásico é mantida 



Discussão   62 
_____________________________________________________________________________ 

 
 

 

em níveis elevados, como mostrado por Shen et al (2012), indicando alta 

estimulação dos CysLTRs. 

Em muitos aspectos, as vias de maturação seguidas por células B e T 

em tecidos linfoides secundários são análogas, dado que ambas têm 

necessidade de um contato antigênico específico para iniciar o processo. 

Depois de tal contato, as células B imaturas dão origem a centros germinativos 

oligoclonais, com alta atividade mitótica na zona escura e maturação 

progressiva na zona clara. Tais células (centroblastos e centrócitos) são 

tipicamente encontradas em citometria de fluxo na região de médias / grandes 

células (Kjeldsenet al., 2011). Estudos recentes têm demonstrado a expressão 

elevada de 5-LO, LTA4H e LTC4S em tecidos de tonsilas (Tsaoussoglouet al., 

2014), especialmente na zona do manto. Mashid et al. (2009) descreveram 

baixa expressão da 5-LO em centros germinativos e alta na zona do manto. 

Isso pode explicar a maior expressão de CysLTRs em células de centros 

germinativos, uma vez que esta população de células tem o menor contato 

para cisteinil-leucotrienos produzido dentro do órgão. Mais estudos são 

necessários para elucidar o papel de CysLTRs em cada subtipo de células B e 

T, uma vez que cada subpopulação de células pode expressar esses 

receptores com padrões diferentes (Lynch et al., 1999). 

Os dados publicados sobre a expressão de CysLTRs em SP medidos 

por citometria de fluxo são raros. Os estudos que inicialmente descreveram o 

CysLTR1 (Sarau et al., 1999) utilizaram Northern Bloth e RT-qPCR para 

verificar a sua presença em linfócitos B e T periféricos. Em relação aos 

CysLTR2, os estudos focados na distribuição de tal receptor (Takasaki et al., 
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2000; Heise et al., 2000) demonstraram sua expressão em linfócitos periféricos 

através de RT-qPCR. Desta forma, esses autores não descreveram com 

precisão o percentual de linfócitos B e T periféricos que expressam esses 

receptores. Outro estudo (Mita et al., 2001) descreveu expressão gênica 

relativa de CysLTR1 e CysLTR2 em linfócitos T periféricos, usando RT-qPCR, 

e observou maior expressão do primeiro. Este dado diverge dos encontrados 

em nosso estudo; essa comparação, no entanto, deve ser feita ponderando 

que a população estudada era de adultos sem DRS. 

Assim, nossos dados trazem informações importantes sobre a 

expressão CysLTRs em SP, mostrando que a expressão CysLTR1 ocorre em 

cerca de 1% dos linfócitos T de SP, enquanto a expressão de CysLTR2 ocorre 

em cerca de 10%. Nos linfócitos B de SP, nossos resultados mostraram um 

alto percentual de células expressando ambos receptores, sendo essa 

expressão maior do que a observada na TF. Estes dados podem ser 

interpretados no contexto de produção de imunoglobulina. Crianças com HT 

têm níveis elevados de imunoglobulinas que tendem a diminuir após a 

adenotonsilectomia (van den Akker, 2006). Alguns estudos também têm 

demonstrado níveis mais elevados de IgE nesta população, (Sadeghi-

Shabestari et al., 2011). No entanto, a proporção de células que secretam 

imunoglobulina em tecido tonsilar é baixo (Nadalet al., 1992) (2-3%), enquanto 

as células da superfície da mucosa são o principal produtor de 

imunoglobulinas. Esses dados sugerem que os linfócitos B de SP devam 

também atuar na produção de imunoglobulina nesta população. 
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Na população pediátrica de São Paulo, a prevalência de alergias 

respiratórias varia entre 26-48% (Sousaet al., 2008; Nicolussi et al., 2014) e os 

indivíduos alérgicos têm maior concentração sanguínea de CysLTs do que 

indivíduos não alérgicos (Peters-Golden et al., 2006; Mewes et al., 1996). 

Quando os pacientes foram categorizados de acordo com a sensibilização a 

alérgenos respiratórios, a expressão de CysLTRs foi similar em ambos os 

grupos, mostrando que o estímulo alérgico não parece influenciar o fenótipo. 

Além disso, a alta expressão de CysLTRs em indivíduos não-sensibilizados de 

nossa amostra está de acordo com achados anteriores, que sugerem papel 

inflamatório dos leucotrienos, mesmo em respostas não-Th2. 

Dessa forma, nossos dados nos permitem afirmar que a via dos 

leucotrienos possivelmente exerce um papel na proliferação, maturação e 

ativação de linfócitos, em crianças com HT. Novos estudos comparando 

tonsilas normais são necessários para melhor elucidar o papel desta via na 

maturação celular; drogas capazes de bloquear ambos receptores 

provavelmente exercerão um efeito positivo no tratamento não cirúrgico da HT. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

O presente estudo mostrou que as expressões de CysLTR1 e CysLTR2 

são mais elevadas nos linfócitos de tonsilas hiperplásicas de crianças não- 

sensibilizadas em relação às sensibilizadas aos alérgenos respiratórios, 

sugerindo que as alergias respiratórias não aparentam ser um fator causal na 

gênese da HT. Há maior expressão de CysLTR2 em relação ao CysLTR1 nas 

células estudadas. 

As células CD3+ têm maior expressão de CysLTR1 e CysLTR2 nos 

estágios de menor diferenciação celular, enquanto as células CD19+ têm maior 

expressão dos CysLTRs nos estágios de maior maturidade celular, o que 

sugere um papel para tais receptores no processo de divisão, maturação e 

diferenciação celular. 
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Anexo A: Carta de aprovação da Cappesq- projeto original 
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Anexo B: Carta de aprovação da Cappesq- emenda 
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Anexo C: Aprovações na Plataforma Brasil- Projeto original e emenda 

 

 

 

Anexo D 

Protocolo de extração de RNA total de células em suspensão (RNeasy 

Mini Kit da Qiagen®) 

1- Adição de 700 µl de solução de RNA-later com β–mercaptoetanol a 1% 
2- Homogeneização do sedimento 
3- Congelação a -80°C para armazenamento 
4- Descongelamento das amostras em temperatura ambiente 
5- Homogeneização em vórtex durante 1 min, seguida de homogeneização em 

seringa 
6- Centrifugação em velocidade máxima por 3 min e transferência do 

supernadante para novo tubo 
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7- Adição de 700 µl de etanol 70% e homogeneização 
8- Transferência de 700 µl da solução para coluna RNeasy spin® e 

centrifugação por 15s 
9- Descarte do resíduo 
10- Adição de 700 µl de tampão RW1® em coluna, centrifugado por 15s, 

descarte de resíduo 
11- Adição de 500 µl de tampão RPE® em coluna, centrifugado por 15s, 

descarte de resíduo 
12- Adição de 500 µl de tampão RPE® em coluna, centrifugado por 120s, 

descarte de resíduo 
13- Alocação da coluna RNeasy spin® em novo tubo coletor, adição de 30µl de 

água livre de RNAse e centrifugação por 60s para eluição do RNA de 
membrana 

 

 

Anexo E 

Protocolo do kit Superscript III da Invitrogen® para transcrição de RNA 

em cDNA  

1- Adição de 1µl de Oligo(dT)20® 
2- Adição de 1µl de dNTP mix® 
3- Incubação a 65°C por 5 min 
4- Incubação em gelo por 1 min 
5- Adição de 2µl de tampão 10X RT®  
6- Adição de 4µl de MgCl2 a 25 mM 
7- Adição de 2µl de DTT® a 0.1M 
8- Adição de 1µl de RNAseOUT® (40 U/µl) 
9- Adição de 1µl de SuperScript III RT® (200 U/µl) 
10- Homogeneização delicada e centrifugação por 15 s 
11- Incubação a: 50 °C (50min), 85°C (5min) e manutenção a 0°C 
12- Adição de 1µl de RNAseH® 
13- Incubação a: 37°C (20min) 
14- Armazenamento a -20°C 
 

 

Anexo F 
 

Protocolo do kit SYBR® Green PCR Master Mix- Invitrogen® para 
amplificação de cDNA 
 
1- Adição de 25µl de tampão PCR Master Mix® 
2- Adição de 5 μM de Forward Primer 
3- Adição de 5 μM de Reverse Primer 
4- Adição de 5 µl de template 
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5- Adição de água deionizada para completar 50 µl 
6- Ciclagem 

 
 

Anexo G 
 

Curva logarítmica padrão dos Ct para detecção de CysLTR1 em RT-qPCR 
 

 
 

 
 
 

Anexo H 
 

Curva logarítmica padrão dos Ct para detecção de CysLTR2 em RT-qPCR 
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Anexo I 
 

Curva logarítmica padrão dos Ct para detecção de β-actina em RT-qPCR 
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Apêndice 6: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

HCFMUSP 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA E RESPONSÁVEL LEGAL 

 

1.NOME: .:........................................................................................................................................ 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE Nº : ........................................ SEXO :    .M □   F  □ 

DATA NASCIMENTO: ......../......../......  

ENDEREÇO ................................................................................. Nº ........................... APTO: .................. 

BAIRRO:  ........................................................................ CIDADE  ............................................................. 

CEP:.........................................  TELEFONE: DDD (............) ...................................................................... 

 

2.RESPONSÁVEL LEGAL .............................................................................................................................. 

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) .................................................................................. 

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....................................SEXO:  M □   F □ 

DATA NASCIMENTO.: ....../......./...... 

ENDEREÇO: ............................................................................................. Nº ................... APTO: ............................. 

BAIRRO: ................................................................................ CIDADE: ...................................................................... 

CEP: .............................................. TELEFONE: DDD (............).................................................................................. 

 

 

 

 



 
 

DADOS SOBRE A PESQUISA 

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Análise da expressão dos receptores 1 e 2 de 

leucotrienos na população de linfócitos B e T tonsilares em crianças hiperplasia 

adenoamigdaliana: comparação entre alérgicos e não alérgicos” 

 

2. PESQUISADORA: Profa. Dra. Renata C. Di Francesco  

CARGO/ FUNÇÃO: Médico  INSCRIÇÃO NO CONSELHO REGIONAL: 78935 

Unidade do HCFMUSP: Divisão de Otorrinolaringologia- Instituto Central 

 

PESQUISADOR EXECUTANTE: Bruno Peres Paulucci  

CARGO/ FUNÇÃO: Médico  INSCRIÇÃO NO CONSELHO REGIONAL: 115994 

Unidade do HCFMUSP: Divisão de Otorrinolaringologia- Instituto Central 

 

 

3.AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA 

  RISCO MÍNIMO (   )   RISCO MÉDIO (   ) 

  RISCO BAIXO ( X )   RISCO MAIOR (   ) 

 

4. DURAÇÃO DA PESQUISA: 24 meses 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

HCFMUSP 

 

Sr. Pai/ Responsável 

 

 Seu filho (a) está sendo convidado a participar de uma pesquisa para verificar 

se as doenças alérgicas estão envolvidas no crescimento das amigdalas e da adenoide: 

1- O objetivo do presente estudo é avaliar a quantidade e os tipos de células 

imunológicas (de defesa) presentes nas amigdalas e adenoide de seu filho. 

Células são as menores unidades que formam o nosso organismo; 

 

2- Inicialmente ele será submetido a um “teste alérgico”, que serve para saber se 

seu (a) filho (a) tem alergia a alguma substância normalmente presente no ar. 

Esse teste é feito através de diversas picadas superficiais na pele dos dois 

braços. 

 

3- Após o teste alérgico, seu (a) filho (a) será submetido a cirurgia de 

adenoamigdalectomia por apresentar roncos e dificuldade de dormir devido ao 

crescimento excessivo  das amigdalas e da adenoide, conforme indicação dos 

médicos da Divisão de ORL que fizeram o  diagnostico e acompanhamento.  

 

4- A cirurgia será realizada seguindo a rotina de todas as adenoamigdalectomias 

realizadas semanalmente neste hospital; será feita em centro cirúrgico pelos 

médicos otorrinolaringologistas com a criança sob anestesia geral. As amígdalas 

e a adenóide removidas são normalmente descartadas após a cirurgia. Pedimos 

que autorize que as amigdalas e a adenoide retiradas de seu filho (a) sejam 

encaminhadas para uma avaliação em laboratório, na qual será contada a 

quantidade e os tipos de células (linfócitos) que elas contém. 

 

5- Seu filho (a) inicialmente sentirá o desconforto relacionado ao teste alérgico. As 

pequenas picadas que ele sentirá no braço são superficiais e causam pequena 

dor; após alguns minutos podem causar coceira. Após o teste, ele sentirá o 

desconforto relacionado à cirurgia.  

 

6- A participação do seu filho (a) no estudo trará a ele (a) o incômodo da 

realização do teste alérgico, pois esse teste nem sempre é realizado antes da 

cirurgias de amigdalas e adenóide. No entanto, esse teste nos permitirá saber 



 
 

se seu filho (a) tem alguma alergia respiratória e quais os principais agentes 

dessa alergia. 

 

7- A análise das amígdalas e adenoide de seu filho não lhe trarão um benefício 

direto, porém nos ajudará a determinar o método para pesquisar o motivo pelo 

o qual as amígdalas e adenoide aumentam de tamanho em algumas crianças.  

 

8- Caso seu filho não participe do presente estudo, ele seguirá normalmente a 

rotina de cirurgias no hospital, sem nenhuma interferência negativa (punição) 

pela não-participação. 

 

9-    Em qualquer etapa do estudo você terá acesso aos profissionais responsáveis 

pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. A principal 

investigadora é a Dra. Renata C. Di Francesco e o pesquisador executante o Dr 

o Dr. Bruno Peres Paulucci, que podem ser encontrado no endereço Av Dr. 

Eneas de Carvalho Aguiar 255- 6º andar. Telefone 11 3069-6288.  Se você tiver 

alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato: 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP)- Rua Ovídio Pires de Campos, 255- 5º andar- 

tel 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20. E-mail cappesq@hcnet.usp.br 

 

 

10- É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e 

deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade do 

tratamento de seu filho (a) na instituição; 

 

11- As informações obtidas serão analisadas e não será divulgada a identificação do 

paciente. O prontuário médico de seu filho será consultado. 

 

12- Você pode conhecer os resultados parciais da pesquisa ou dados que sejam do 

conhecimento dos pesquisadores. 

 

13- Não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, 

incluindo exames e consultas. Também não há compensação financeira 

relacionada à sua participação. Se existir qualquer despesa adicional, ela será 

absorvida pelo orçamento da pesquisa. 

 

 

14- Os pesquisadores utilizarão os dados coletados apenas para pesquisa científica. 

 



 
 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-HCFMUSP 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que 

foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Análise da expressão dos receptores 1 e 2 de 

leucotrienos na população de linfócitos B e T tonsilares em crianças hiperplasia 

adenoamigdaliana: comparação entre alérgicos e não alérgicos” 

Eu discuti com a Dra Renata Cantisani di Francesco e com o Dr. Bruno Peres Paulucci. 

sobre a minha decisão em permitir a participação de meu filho (a) nesse estudo. Ficaram claros 

para mim quais são os propósitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus 

desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. 

Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia do 

acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em permitir a 

participação de meu filho (a) neste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer 

momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de qualquer 

benefício que eu possa ter adquirido, ou no atendimento de meu filho (a) neste Serviço. 

-------------------------------------------------  

Assinatura do paciente/representante legal Data         /       /        

------------------------------------------------------------------------- 

Assinatura da testemunha Data         /       /        

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou 

portadores de deficiência auditiva ou visual. 

(Somente para o responsável do projeto) 

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e 

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 

------------------------------------------------------------------------- 

Assinatura do responsável pelo estudo Data         /       /        

 

 



 
 

 Apêndice 7: Protocolo de Pesquisa 
 

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

Protocolo de pesquisa 
 

“Análise da expressão dos receptores 1 e 2 de leucotrienos na população de linfócitos B e T em 
tonsilas hiperplásicas de crianças: comparação entre alérgicos e não alérgicos” 
 

1- IDENTIFICAÇÃO 
NOME:.....................................................RGHC:   ........................................   
DATA CONSULTA: ......../......../......  DATANASCIMENTO: ......../......../......  
IDADE ATUAL: (     ) anos, (     ) mesesSEXO :    .M (  )   F   (  ) 

 
2- AMIGDALITES 

 
Numero de amigdalites bacterianas nos últimos 24 meses: __________________ 

 
3- ANTECEDENTES PESSOAIS RELEVANTES: 
_______________________________________ 
_______________________________________ 

 
4- Pontuação no PSQ (abaixo): __________ 
5- EXAME FÍSICO 

 
a) Peso: ____________ Kg  
b) b) Altura: ______________ m 
c) IMC: _______________ Kg/ m

2
 

d) Intervalo de percentil (tabela OMS):   
e) Rinoscopia: cornetos inferiores 

(   ) 1- grau 0(   ) 2- grau 1(   ) 3- grau 2(   ) 4- grau 3(   ) 5- grau 4 
 

f) Oroscopia: amigdalas 
(   ) 1- grau 1(   ) 2- grau 2(   ) 3- grau 3(   ) 4- grau 4 
 

g) Otoscopia 
(   ) 1- normal(   ) 2- OMS(   ) 3- MT perfurada(   ) 4- MT retraída 
 

6- EXAMES COMPLEMENTARES 

a) Radiografia de cavum: razão A/N: ____% 

b) Nasofibroscopia: adenoide ocluindo rinofaringe em _____% 

c) AUDIOMETRIA TONAL 
(   ) Normal bilateral 
(   ) Normal à   (   ) direita    (   ) esquerda 
(   ) Gap Unilateral_______ dB à   (   ) direita  (   ) esquerda 
(   ) Gap bilateral:   Direita: _______ dB 
     Esquerda: _______ dB 
(   ) Misto 
 

 

IMC Categoria IMC Categoria 

0- 1 1 50-75 7 
1-3 2 75-85 8 
3-5 3 85-95 9 

5-15 4 95-97 10 
15-25 5 97-99 11 
25-50 6   



 
 

d) IMITANCIOMETRIA 
 
Curva A     (    ) direita   (   ) esquerda 
Curva B     (    ) direita   (   ) esquerda 
Curva C     (    ) direita   (   ) esquerda 

PSQ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

e) PROCEDIMENTOS INDICADOS 
 
(   ) A2 
(   ) Timpanotomia  

(   ) direita    
(   ) esquerda 

 (   ) Outro: _______________________ 
 
 

Enquanto dorme, o seu filho… Sim Não Não sabe 

A1 … ressona mais de metade do tempo?     

A2 … ressona sempre?    

A3 … ressona alto?    

A4 … tem uma respiração pesada ou ruidosa?    

A5 … tem dificuldade ou faz um grande esforço para 
respirar? 

   

Já alguma vez…    

A6 … viu o seu filho parar de respirar durante a noite?    

O seu filho…    

A7 … tem tendência a respirar pela boca durante o dia?    

A8 … acorda de manhã com a boca seca?    

A9 … costuma fazer ocasionalmente xixi na cama?    

O seu filho…    

B1 … acorda de manhã com muito sono?     

B2 … apresenta sonolência durante o dia?    

B3 A professora ou outro responsável comentou que o 
seu filho parece sonolento durante o dia? 

   

B4 É difícil acordar o seu filho de manhã?    

B5 O seu filho acorda com dores de cabeça de manhã?    

B6 Alguma vez o seu filho parou de crescer ao ritmo 
normal desde o nascimento?  

   

B7 O seu filho tem excesso de peso?    

O seu filho…    

C1 … parece não ouvir quando estão a falar diretamente 
com ele  

   

C2 … tem dificuldade em organizar tarefas e atividades     

C3 … é facilmente distraído por estímulos externos     

C4 … Mexe constantemente com as mãos e os pés e 
remexe-se na cadeira 

   

C5 … é irrequieto ou comporta-se como se "tivesse 
sempre as pilhas ligadas" 

   

C6 … interrompe ou intromete-se com os outros (por 
exemplo, em conversas ou em jogos) 

   



 
 

 
f) TESTE CUTÂNEO 

 
Blomia tropicalis   ______mm 
Dermatophagoides pteronyssinus ______mm 
Dermatophagoides farinae ______mm 
Alternaria alternata  ______mm 
Aspergillus fumigatus  ______mm 
Penicillium notatum _____mm 
Felis domesticus _____mm 
Canis familiaris _____mm 
Periplaneta americana _____mm 
Blatella germanica _____mm 
 
Controle positivo _____mm 
Controle negativo _____mm 
 
Grupo incluído:  
 (     ) ALÉRGICOS 
(     ) NÃO-ALERGICOS 
 

g) DATA DA CIRURGIA: ____/____/____ 
 

h) AVALIAÇÃO ANATOMOPATOLÓGICA 
(   ) 1- hiperplasia tecidual 
(   ) 2- outro 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

H) CITOMETRIA DE FLUXO: 

TONSILAS 

    

   Tons. Faríngea Tons. Palatina  

C
ÉL

U
LA

S 
P

EQ
U

EN
A

S % do total de células da tonsila   

 

% células CD3+   

  

% de células CD3+ expressando CysLT1R   

  

% de células CD3+ expressando CysLT2R   

 

% células CD19+   

  

% de células CD19+ expressando CysLT1R   

  

% de células CD19+ expressando CysLT2R   

     

 
 

 
  

C
ÉL

U
LA

S 
G

R
A

N
D

ES
 % do total de células da tonsila   

 

% células CD3+   

  

% de células CD3+ expressando CysLT1R   

 
 

% de células CD3+ expressando CysLT2R   

 

% células CD19+   

  

% de células CD19+ expressando CysLT1R   

  

% de células CD19+ expressando CysLT2R   

 
 

 
  

     

TO
D

A
S 

 C
ÉL

U
LA

S 

% do total de células da tonsila   

 

% células CD3+   

 
 

% de células CD3+ expressando CysLT1R   

 
 

% de células CD3+ expressando CysLT2R   

 

% células CD19+   

  

% de células CD19+ expressando CysLT1R   

  

% de células CD19+ expressando CysLT2R   

    

SANGUE PERIFÉRICO    

% do total de leucócitos  

 

% células CD3+  

 % de células CD3+ expressando CysLT1R  

 % de células CD3+ expressando CysLT2R  

% células CD19+  

 % de células CD19+ expressando CysLT1R  

 % de células CD19+ expressando CysLT2R  

    

 

RT-qPCR 

 

RNAm CysLT1R/β-actina  

RNAm CysLT2R/β-actina  


