Bruno Peres Paulucci

Andlise da expressao dos receptores 1 e 2 de leucotrienos na
populacao de linfécitos B e T em tonsilas hiperplasicas de criancas:
comparacao entre alérgicos e ndo alérgicos

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da Universidade

de Séo Paulo para obtencéo de titulo de Doutor em Ciéncias

Programa de Otorrinolaringologia

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Renata Cantisani Di Francesco

Sao Paulo

2016



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicagéo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo

©reproducdo autorizada pelo autor

Paulucci, Bruno Peres

Andlise da expressdo dos receptores 1 e 2 de leucotrienos na populagdo de
linfocitos B e T em tonsilas hiperplasicas de criangas : comparacao entre alérgicos e
ndo alérgicos / Bruno Peres Paulucci. -- S&o Paulo, 2016.

Tese (doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.
Programa de Otorrinolaringologia.

Orientadora: Renata Cantisani Di Francesco.

Descritores: 1.Tonsila 2.Leucotrieno C4 3.Leucotrieno D4 4.Leucotrieno E4
5.Linfécitos B 6.Linfdcitos T 7.Rinite 8.Hipersensibilidade 9.Diferenciagéo celular
10.Hiperplasia

USP/FM/DBD-178/16




Aos meus queridos pais Guaraci e Daisy. Incansaveis lutadores, mesmo nos momentos mais
asperos jamais abandonaram os livros. A vocés, que sempre me mostraram as estrelas e
ensinaram a segui- las, dedico essa obra.

Ela também é de vocés.

Ao meu irmao Vinicius, mestre e conselheiro. Ter um irméo é ter para sempre uma infancia

lembrada com seguranca em outro coracao.



A Paula, meu amor. Sua presenca transforma em esperanga o que poderia se converter em

desespero. Seu sorriso me inspira, acalenta e fortalece.



AGRADECIMENTOS

A Deus.

A minha orientadora Prof.%. Dr.* Renata Cantisani Di Francesco, que me guiou desde os
primeiros passos, ainda durante a Graduag&o. Sua dedicacgao, disponibilidade e paciéncia sempre foram
grandes exemplos para mim.

Ao Prof. Dr. Ricardo Ferreira Bento, titular da Otorrinolaringologia, pelo incessante trabalho,

fundamental para manter nosso Departamento na vanguarda do ensino e da pesquisa do Brasil.

A Prof.* Dra.?® Juliana Pereira, responsavel pelo Laboratério de Imunofenotipagem do
HCFMUSP, por ter aberto irrestritamente as portas do laboratério e pelas contribui¢des feitas durante todo
o desenvolvimento do Projeto.

Ao Prof. Dr. Carlos Caropreso, coordenador do Grupo de Plastica Facial do HCFMUSP, pela
amizade, conselhos, conhecimentos transmitidos e pelo constante incentivo ao aperfeicoamento

profissional.

A Prof.? Dr? Maria Claudia Nogueira Zerbini, pelos ensinamentos, sugestdes e pela

disponibilidade em discutir os métodos e os resultados.

Aos membros da Banca de Qualificacéo, Prof. Dr. Rui Imamura, Prof.? Dr.* Roseli Saraiva M
Bittar e Prof. Dr. Jodo Ferreira de Mello Jr. Seus comentarios, sugestfes e criticas foram fundamentais

para a execucao desta Tese.

A equipe da Clinica de Imunologia, em especial ao Sr. Mauricio Gongalves Freitas, ao Sr.
Serafim Fidalgo e ao Dr. Fabio Fernandes Morato Castro, que realizaram os testes cutaneos nos

pacientes e, acima de tudo, acompanharam com grande entusiasmo este Projeto.

A Dr.? Patricia Picciarelli, médica assistente do Departamento de Patologia do HCFMUSP, pela

cooperagdo incondicional na realizacdo dos exames anatomopatoldgicos.

A Dr.? Debora Levy, assistente cientifica do LIM 31, pelo auxilio na execucgéo do RT-gPCR e

pela incessante energia e disponibilidade para discutir e revisar a metodologia.

A toda equipe do Laboratério de Imunofenotipagem do HCFMUSP, em especial ao Bruno
Aguiar, a Denise Reis, a Lis Vilela e a Renata Foltran, por auxiliarem na execucéo da citometria de

fluxo e por ensinarem as técnicas utilizadas.



Vi

A Dr.? Carla Rosa Teixeira de Godoy, biomédica do Laboratétio de Imunofenotipagem do
HCFMUSP e da empresa BD, pelo fundamental auxilio realizado no inicio deste Projeto. Sem ele, o

caminho seria muito mais penoso.

A Sr.? Solange Rossi, circulante de sala da Otorrinolaringologia, pelo grande trabalho que
sempre desenvolveu em nossa Clinica, especialmente neste Projeto, verificando a coleta e o

armazenamento dos tecidos.

A todos os funcionarios, em especial as secretérias da Otorrinolaringologia, Sr.? Maria Marileide
Alves, Sr.* Maria Marcia Alves, Sr.* Katia Tereza K Cota e Sr.? Lucivania Lima da Silva, por toda

atencdo e ajuda dispensadas durante a Graduagédo, Residéncia e Pés- Graduacéo.

Ao Sr. Niltron Cabrera, farmacéutico da empresa DBR Biotech, pela paciéncia para ensinar a

adequada metodologia de utilizagdo dos anticorpos.

A todos os amigos do Departamento de Otorrinolaringologia, em especial ao Ali Mahmoud e ao
Ronaldo Frizzarini, em quem sempre pude confiar em momentos de angustias e incertezas e com quem

tenho o privilégio de conviver pessoal e profissionalmente.

A todos os assistentes, residentes e fellows do Departamento de Otorrinolaringologia, bem
como aos assistentes da Clinica de Anestesiologia, que trabalham incansavelmente e que de uma

forma ou de outra contribuiram para a execugéo desta Tese.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pela

contribuicao financeira por meio de Bolsa de Estudos.

A todos os pacientes e seus responsaveis que, independentemente de qualquer retorno,
aceitaram com alegria e entusiasmo participar desta pesquisa. A vocés sempre serdo direcionados

NOSSOS esforgos.



“Quero conhecer os pensamentos de Deus... O resto é detalhe.”

Albert Einstein



viii

Esta tese estd de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento destapublicacdo:
Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors (Vancouver).
Universidade de S3o Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e Documentac¢do. Guia
deapresentagdo de dissertagées, teses e monografias. Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria

Julia de A. L. Freddi, Maria F. Crestana, Marinalva de Souza Aragdo, Suely Campos Cardoso, Valéria
Vilhena. 3a ed. S3o Paulo: Divisdao de Biblioteca e Documentagao; 2011.

Abreviaturas dos titulos dos peridédicos de acordo com List of Journals Indexed in Index Medicus.




SUMARIO

Iy = W0 LTS o | = 1 PSR Xii
Lista de ADFeVIAUIAS  ......c.eeiiiiiiiie e Xiii
Lista de SIMDOIOS  .....oiiiiiiiiie ettt bbb aee s XV
ISy = W0 [ @ U=V [ o LS PRSP XVi
LIStA A€ FIQUIAS  .oeiiiiiiiii ittt ettt ettt e e e s e e s XVii
Lista de TaDEIAS  ...oeeeiiee s XViii
RESUMO ottt e e e e s e XixX
ADSIFACT oot ares XX
LINTRODUGAOD oottt ettt n et 1
2 0BIETIVOS o 4
3 REVISAO DA LITERATURA ..ottt n et 6
3.1 BaseS 08 dAUOS  ....eeiieiiiiiieitite e 7

3.2 A hiperplasia tONSIlar .........ccccccueiuiiiuiiiiieieie e ———————— 7

3.3 A hiperplasia tonsilar e a inflamagao sistémica ..........cccceevvcveeiicieeeenn 9

3.4 Relacao entre a hiperplasia tonsilar e as alergias respiratdrias ........... 10

3.5 Os receptores de cisteinil-leucotrienos .........ccccccvvvvivinieiiiiiniiinii. 11

I TR 70 RO I 03] I I 3t PP 11

3.5.2 0 CYSLTRZ oot 12

3.6 Os CysLTRs e a maturagdo celular .........cccoeeeiiiiiiiiiiiiieiee e 12

3.7 Os CysLTRs e a proliferag@o celular ..........ccocueeeiiiiiiiiiiiiie e 13

G T 0 R\ =To ] = T - T 13

3.7.2 Proliferacao n80-neoplasiCa ........ccccoceveiiiiiieiiiiiee e 15

3.8 As tonsilas € 0S IEUCOLIHENOS  .......cvvviiiiiieeiiree e 16

3.9 A Fisiopatologia dos DRS pediatricos .......ccccccceeeeiiiiiiiiiieeee e, 17

3.10 Diagnéstico de SAOS nNa iNfANCIa  .....cccevviiiiiiiiiiiie e 18

3.10.1 O Pediatric Sleep QUESLIONNAINE .........cevvvvvivrrrrieinirinininininnns 18

3.11 O Tratamento dos DRSS pedi&triCOS  .......cccceeiiiiieiiiiiiee e 19

4 PACIENTES E METODOS oottt 20
O | (Yo=Y =Y oo PRSP 21

4.2 Desenho do STUAO ..o 21

4.3 PACIENTIES ittt a e 21

4.3.1 Definicdo dos grupos de estudo  ......ceeevvviiiiiiieee i, 22

4.3.2 Critérios de iNCIUSA0  .....coovviiiieiiiiie e 22

4.3.3 Critérios de eXCIUSA0  ......covcuiiieiiiiiee e 23

4.4 AvaliaG8o ClIINICA  ..ooveeeeiiiiiie e 23



4.4.1 Definicdo do quadro CliNICO  .....coocveeiiiieiiee e 23

4.4.2 EXamMe fISICO  .oiiiiiiiii i 24

4.5 O teste cutdneo para alérgenos inalatdrios  ........cccccevvvciieereeeecvcccnnnn, 24
4.6 Coleta das amostras teCIdUAIS  ......cc.evveviiveeieiiiiiie i 26
4.7 Fixacdo e avaliacdo anatomopatoldgiCa ........ccccceevveeeiiiciiiiieeee e 26
4.8 Citometria de fIUXO  ....veiiiiiiii e 28
4.8.1 ldentificacdo das amostrasteciduais .........cccccceeeviiiiiiiieennnn. 28

4.8.2 Preparo dos tecidos tonsilares .........ccccevviiieeiniiiienniieeee 28

4.8.3 A viabilidade celular ........ccccooiiiiiii 29

4.8.4 Separacédo dos linfécitos de sangue periféricos .........cce...... 30

4.8.5 Marcacao dos tUbOS  ......ceeveeiiiiiiiiiie e 30

4.8.6 AJICAO dOS @NLICOMNPOS  ..vveiiieeiiiiiiiieee e e et 31

4.8.7 Leitura e analise das amostras em citdmetro de fluxo ......... 32

A9 RT-GPCR oottt n s en e, 35
4.9.1 Extrac8o do RNA total ......ccoevieiiiiii e 35

4.9.2 Sintese de CDNA ... 36

4.9.3 AMPIFICAGAD  .oooiiiiieiei 36

4.10 ANAIISES dE dAUOS  ..ooiiiiiiiie ittt 38
B RESULTADOS ittt ettt ettt sttt et e e snb bt e e e st e e e snbae e e e snbaeeeeantaeeeeans 39
5.1 DESCIGAO A AMOSIIA  ..veeiiiieiiiiiiiiiei ettt e e e e 40
5.2 Correlagdes CHNICAS  ....vveveiiiiiee et 41
5.3 Citometria de flUXO i 42

5.3.1Comparacdes das expressdes de CysLTR1 e

CySLTR2em SE € NS ..o e 42

5.3.1.1 CAIUIAS e TF  .ooiiiiiie e 42

5.3.1.2 CAIUIAS & TP oot 42

5.3.1.3 Sangue perifériCo ........ccvviiriieeeiiiiiiieeee e 43

5.3.2 Expressdo de CysLTR1 versus CysLTR2 .......cccccccvvvivivenennnnn. 45
5.3.3- Expresséo de CysLTRs nos diferentes estagios

de diferenciaG@o celular .........ccccoiiiiiiiiiiii e 46

Lo 1o | 5 o PPN 49

5.5 Testes de COrmrelagao ... 50

5.5.1 Correlagdes clinico-celulares ........cccccvcveviiireeniiiieeniiiee e 50

5.5.2- CorrelagBes entre a expressao celular e a

EXPreSSA0 gENELICA  ..cvvvieiiiiiiee it 51

B DISCUSSAD oottt 53
6.1 O perfil populacional ...........ccccoiiiiiiiiii 54

6.2 O DIiagnOstiCo de SAOS ... 56

6.3 Os CysLTRs e a hiperplasia de TF ...t 57

6.4 Os CysLTRs e a maturacao linfoCitaria ..........cccooeeiviiiiiniiieene e 61



7 CONCLUSOES ..ottt

8 ANEXOS

Anexo A: Carta de aprovacao da Cappesq- projeto original ...........cccueeeee.

Anexo B: Carta de aprovacao da Cappesq- emenda ........ccccccevveeeeeiiinnnnen,

Anexo C: Aprovacdes na Plataforma Brasil- Projeto original e emenda

Anexo D: Protocolo de extracdo de RNA total de células em suspenséo ...

Anexo E: Protocolo do para transcricdo de RNA em cDNA ..o,

Anexo F: Protocolo para amplificacdo de CDNA ...,

Anexo G: Curva padrdo dos Ct para deteccdo de CysLTRL ........cccccovueeeee.

Anexo H: Curva padréo dos Ct para deteccdo de CysLTR2 ...........ccceeeeee.

Anexo |: Curva padrao dos Ct para deteccdo de B-actina ........ccccceeeeuvnneen.
G REFERENCIAS ..ottt

Xi



CAPPesq
EUA
FAPESP

HCFMUSP

Lilacs
OMS
SciELO
Sibi USP

USP

Xii

LISTA DE SIGLAS

Comiss&o de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa

Estados Unidos da América

Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo

Literatura Latino-americana e do Caribe em Ciéncias da Saude
Organizag&o Mundial da Saude

Scientific Eletronic Library Online

Sistema Integrado de Bibliotecas da Universidade de Séao Paulo

Universidade de Sao Paulo



5-LO
A2

AR

CD
cDNA
Ct
CysLT
CysLTR
CysLTR1
CysLTR2
DNA
DC

DP

DRS
EDTA
FITC

FL

FSC
GC

HT

IAH

lgG1
IgE

IMC
LT1
LT2
LTA4H
LTC4
LTC4S
LTD4
LTE4
NacCl
NGF

LISTA DE ABREVIATURAS

5-Lipoxigenase

Adenotonsilectomia

Alergias respiratérias

Cluster (grupo) de diferenciacdo

DNA complementar

Cycle Threshold (ciclo limiar)
Cisteinil-leucotrieno

Receptor de cisteinil-leucotrieno
Receptor tipo 1 de cisteinil-leucotrienos
Receptor tipo 2 de cisteinil-leucotrienos
Acido desoxirribonucleico

Células dendriticas

Desvio padrao

Distlrbios respiratérios do sono

Acido etilenodiamino tetra-acético
Isotiocianato de fluoresceina

Detector de fluorescéncia

Disperséo anterior de luz

Células grandes

Hiperplasia tonsilar

indice de apneias e hipopneias
Identificacéo

Imunoblobulina G classe 1
Imunoblobulina E

Interleucina

indice de massa corpérea

Tubo de células marcadas para CysLT1R, CD3 e CD19
Tubo de células marcadas para CysLT2R, CD3 e CD19
Leucotrieno-A4 hidrolase

Leucotrieno C4

Leucotrieno-C4 sintase

Leucotrieno D4

Leucotrieno E4

Cloreto de sodio

Fator de crescimento nervoso

xiii



NS

PBS
PBS-Azida 0,1%
PBS-BSA
PC

PCR

PE
PerCP
PGE2
PSG

PSQ

RNA
RNAM
RT-qPCR

SAOS
SE

SP

SSC

TC

TCAI

TF
TNF-alfa
TP
Trk-A

VS

Xiv

Individuos néo sensibilizados

Tampéao fosfato-salino

Tampao fosfato-salino com azida de sodio 1%
Tampao fosfato-salino com albumina sérica bovina 1%
Pequenas células

Proteina C reativa

Ficoeritrina

Peridinina-clorofila

Prostaglandina E2

Polissonografia noturna

Pediatric Sleep Questionnaire (Questionario Pediatrico do
Sono)

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensageiro

Reacdo de polimerizagcdo em cadeia quantitativa em tempo
real

Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono

Individuos sensibilizados

Amostra de sangue periférico

Disperséo lateral de luz

Total de células

Teste cutaneo para alérgenos inalatérios

Tonsilas Faringeas

Fator de necrose tumoral tipo alfa

Tonsilas Palatinas

Tropomiosina receptor cinase A

Versus



ml
mm

min

I+

Hg
i
um
UM
%

LISTA DE SIMBOLOS

Hora

Mililitro

Milimetro

Minuto
Nanograma
Unidade de Nitrogénio Proteico
Rho

Rotagfes por minuto
Segundo
Unidade Bioldgica
Graus Celsius
Marca registrada
Igual

Mais

Menos

Mais ou menos
Menor
Micrograma
Microlitro
Micrometro
Micromolar

Porcento

XV



XVi

LISTA DE QUADROS

Quadrol -Os extratos de alérgenos utilizados N0 TCAI .......cccvviiiiiieeiiiee e 25
Quadro?2 -Férmula para calculo do diametro da papulacutanea no TCAI .......cccccovvvivvieeeeeeienns 26

Quadro 3 -Primers utilizados na amplificagdo de CysLTR1,CysLTR2, e B-actina. ................... 37



XVii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Representacdo esquematica dos compartimentos e composic¢ao celular das tonsilas

21 =] = T PP SOTUPPERRR 8
Figura 2 - Hiperplasia Folicular Linféide em Tonsila . .......cccccoveriiiieeeniiee e 9
Figura 3- Enzimas envolvidas na sintese dos IeUCOtNEeN0S ........ccccccveeeeiiiieeeiieeesiiee e 13

Figura 4 - Analise da populacéocelular de TF em citometria defluxo. Os conjuntos de células
pequenas, grandes e totais foram avaliados separadamente . ...........ccccccoeviiiiiiiineeennns 33

Figura 5 - Analisedas populagdes de leucécitos em sangue periférico por citometria de fluxo.
Os LP estdo localizados na area vermelha . .......ccccocveiiiiiiiii e 34

Figura 6- Proporcdes de células T € B CYSLTR*  ..ooiiiiiiiiiiiie e 35

Figura 7 - Resumo da metodologia utilizada no presente estudo . ........ccccevviiieeiiiieesniiieeenne 38



XViii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas da populag@o em eStudo..........ccceevriieeiniiiee e 40
Tabela 2 - Correlagdes entre os dados clinicos dos pacientes do grupo SE  .........cccoeceeeevinennn. 41
Tabela 3 - Correlagdes entre os dados clinicos dos pacientes do grupo NS ........cccceeevnneen. 41

Tabela 4 - Diferencgas entre a expressédo de CysLTR1 e de CyLTR2 em linfocitos de tonsilas
faringeas dos iNdividuos SE € NS . .....eiiiiiiiiieee e 43

Tabela 5 - Diferencgas entre a expressao de CysLTR1 e de CysLTR2 em linfocitos de tonsilas
palatinas dos INdIVIAUOS SE € NS ..ot 44

Tabela 6 - Diferencgas entre a expressédo de CysLTR1 e de CyLTR2 em linfécitos de sangue

periférico dos INdIVIdUOS SE € NS ...t 45
Tabela 7 - Expresséo de CysLTR1 versus CysLTR2 em individuos SE  ........cccccceevviiiiienennnn. 45
Tabela 8 - Expresséo de CysLTR1 versus CysLTR2 em individuos NS . .......ccccceeviiiiiennnnnn. 46
Tabela 9 - Andlise multivariada da expressé@o dos CysLTRs em SP, PCe GC em SE............. 48
Tabela 10 - Andlise multivariada da expresséo dos CysLTRs em SP, PCe GCem NS........... 49
Tabela 11 — Expresséo génica relativa de CysLTR1eCysLTR2 em relacdo a B-actina ............ 49

Tabela 12 - Correlac¢des entre os achados clinicos e a expressao dos CysLTRs nas
subpopulacdes celulares de iNdividUOS SE. .........cooiiiiiiiiiieeiiiieee e 50

Tabela 13 - Correlagdes entre os achados clinicos e a expressdo dos CysLTRs nas
subpopulag@es celulares de iNdividUOS NS. ........cooiiiieiiiiie e 51

Tabela 14 - Correlac¢des entre a expressao dos CysLTRs em cada subpopulacéo celular com as
expressoes génicas em iNAIVIAUOS SE. ........coocoiiiiiiire i e e 52



XiX

RESUMO

Paulucci BP. Andlise da expressdo dos receptores 1 e 2 de leucotrienos na populagcao de
linfocitos B e T em tonsilas hiperplasicas de criangas: comparagdo entre alérgicos e nao
alérgicos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2016.

INTRODUCAOQ: Os receptores CysLT1IR e CysLT2R estdo classicamente envolvidos em
processos alérgicos, porém recentes estudos mostraram seu papel na proliferacédo celular
linfocitaria em tonsilas hiperplasicas, bem como na maturacdo de linfocitos na medula Gssea.
Clinicamente, somente o CysLTR1 pode ser bloqueado por montelucaste e ha poucos dados
disponiveis sobre a funcdo CysLTRs na maturacdo de linfocitos em tonsilas. O objetivo
primério foi comparar a expresséo de CysLTR1 e CysLTR2 nas células B e T das tonsilas
hiperplasicas de criancas alérgeno-sensibilizadas (SE) com criangas controles (NS). O objetivo
secundario foi comparar a expressdo CysLTRs em linfécitos de sangue periférico com a
expressdo em linfécitos de tonsilas hiperplasicas em diferentes fases amadurecimento, além de
verificar a influéncia das alergias respiratérias neste processo. METODOS: Sessenta criancas
com idade entre 5 e 10 anos, referenciadas para adenoamigdalectomia no HCFMUSP, foram
divididas em grupos SE (30 individuos com resposta positiva ao teste cutaneo para alérgenos
inalatérios) e NS (30 individuos com auséncia de respostas positivas no teste). As células das
tonsilas removidas e os leucécitos de sangue periférico (SP) foram corados para CysLTR1,
CysLTR2, CD19 (células B) e CD3 (células T) e contados através de citometria de fluxo. Os
linfécitos das tonsilas foram divididos em células pequenas em diferenciacdo (PC) e grandes
células mitdticas (GC); a expressdo de mRNA dos genes CysLTR1 e CysLTR2 foi medida
utiizando RT-qPCR. Os individuos foram comparados quanto as médias de cada
subpopulagdo celular em SE versus em NS, utilizando-se o teste t de student. J& para a
comparacao entre as médias de SP versus PC versus GC foi utilizada a ANOVA e o teste de
Tukey. RESULTADOS: Na comparagcdo SE versus NS, entre as PC, o grupo SE mostrou
expressdo reduzida de CD3 +/ CysLTR1 + (4,6 £ 2,2 vs 6,5 £ 5,0; p = 0,04). Em relagédo aos
linfécitos grandes, o grupo SE mostrou menor expressdo 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 numero total de linfocitos, o
grupo SE tinha menos linfécitos CD3 +/CysLTR1+ (11,1 + 5,5 vs. 13,7 + 6,2, p = 0,04). Todas
as outras populacdes de células exibiram uma expressdo reduzida no grupo SE sem
significancia estatistica. A expresséo de CysLT2R foi significativamente maior (p <0,05) do que
CysLT1R na maioria das populacdes de células estudadas. A expressdo de RNAm nao
mostrou diferengas significativas entre os grupos. Ja em relacdo a comparacdo da expressao
nas células em diferentes fases de maturacdo celular, entre as células CD3+ houve grande
expressado de CysLTR1 e 2 GC e tal expressado diminuiu progressivamente em PC e SP. Em
células CD19+, a expressdo mais alta de CysLTR1 e 2 foi encontrada no SP, enquanto PC
apresentou a menor e as GC mostraram expressao intermedidria. Esse padrdo manteve
inalterado quando os individuos foram categorizados em SE e NS. CONCLUSOES: A
expressd@o de CysLTRs é mais elevada nos linfocitos de criancas NS, e CysLTR2 tem maior
expressdo do que CysLTR1. As alergias respiratérias ndo parecem ser um estimulo para a
ocorréncia de hiperplasia tonsilares e os CysLTRs parecem estar envolvidos na maturagéo de
linfdcitos que ocorre em tonsilas, sem aparente influéncia das alergias respiratérias.

Descritores: tonsila, leucotrieno C4, leucotrieno D4, leucotrieno E4, linfécitos B, linfécitos T,
rinite, alergia, diferenciacao celular, hiperplasia
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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 Sao 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-gPCR. 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.
mMRNA 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 INTRODUCAO

As tonsilas palatinas (TP) e a tonsila faringea (TF) s&o orgaos
imunologicos secundarios que iniciam o seu desenvolvimento no primeiro ano e
alcancam o maior tamanho entre o quarto e o oitavo anos de vida (Noussios,
2003). A hiperplasia tonsilar (HT) acomete 3 a 5% da populacao entre 2 e 10
anos de idade, sendo um fator chave na fisiopatologia da Sindrome da Apneia
Obstrutiva do Sono (SAOS) e dos demais disturbios respiratérios do sono
(DRS) nessa faixa etaria (Carter et al., 2014).

A histologia das tonsilas hiperplasicas caracteriza-se por padréo folicular
(DellAringa et al., 2005) com alta atividade mitética de centroblastos,
superpopulacéo de centrécitos, expansao dos centros germinativos e aumento
das areas subcapsulares (Rademakers et al., 1992). Sistemicamente, as
criancas portadoras de SAOS secundaria a HT apresentam status inflamatério
exacerbado (Kaditiset al., 2009), mantido por elevados niveis séricos de
citocinas, como interleucinas, TNF-alfa e cisteinil-leucotrienos (CysLTSs).

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 maturacédo (Denzlingeret al., 2001) e ativacdo (Lamoureux et al.,
2006) de linfécitos e células dendriticas. Espinosa et al. (2003) e Matsuyama et
al. (2007) demonstraram que esses receptores sdo agonistas da divisao celular

em disturbios inflamatoérios e neoplasias. Em tonsilas hiperplasicas de criancas,
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o estudo de Tsaoussoglou et al. (2012) sugere um papel para os CysLTRs na
proliferacéo linfocitaria. Os dados sobre a acdo dos CysLTRs na maturacdo
dessas células nos centros germinativos tonsilares sdo escassos.

Georgalas et al. (2005) observaram resposta positiva aos medicamentos
antileucotrienos em criancas com SAOS de grau leve a moderado, mesmo na
auséncia de alergias respiratorias. Nos estudos de Goldbart et al. (2005; 2012),
houve evidente diminuicdo volumétrica das tonsilas quando os pacientes
realizaram terapia com montelucaste.

Em relacdo ao papel das alergias respiratérias (AR) na fisiopatologia da
HT, diferentes autores publicaram resultados divergentes. Os estudos
populacionais de Eren et al. (2015) e Ameli et al. (2014) mostram correlacéo
inversa entre HT e AR. J& os estudos de Huang et al. (2001) e Evcimik et al
(2015) descrevem as doencas alérgicas (rinite, asma e urticaria) como fatores
de risco ao desenvolvimento da HT. Os trabalhos de Filiaci et al. (1997) e
McColley et al. (1997) mostraram que a exposi¢ao a alérgenos especificos foi
relacionada ao aumento da TF.

Considerando as evidéncias de que os CysLTRs sdo agonistas da
divisdo celular linfocitaria em tonsilas e que ndo ha consenso sobre o papel da
AR nesse processo, a hipotese primaria era que as criancas portadoras de AR
teriam maior expressao dos receptores do que os individuos normais. Em
relacdo a acdo dos CysLTRs na maturacdo celular, considerando que as
células tonsilares apresentam alta atividade mitética, a hipotese secundaria era
gue a expressdo de CysLTRs nessas células seria maior do que em linfocitos

de sangue periférico.
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2 OBJETIVOS

O objetivo priméario do presente estudo foi comparar quantitativamente,
entre criancas sensibilizadas e ndo sensibilizadas aos alérgenos respiratorios,
a expressao dos CysLTR1 e CysLTR2 na superficie de linfécitos Be T de TF e

TP hiperplasicas causadoras de SAOS.

O objetivo secundario foi comparar quantitativamente a expressédo dos
CysLTR1 e CysLTR2 na superficie de linfécitos B e T de tonsilas faringeas em
diferentes fases de maturacdo com a expressdo desses receptores na

superficie de linfocitos B e T de sangue periférico.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Bases de dados

A presente revisdo de literatura foi feita através de pesquisas nas
seguintes bases de dados:

Lingua Portuguesa: Bireme/Biblioteca Virtual em Saude, SciELO e Sibi
USP.

Lingua Espanhola: Lilacs.

Lingua 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
superficie do 6rgdo esta em contato com a via aérea. (Krameret al., 2001).

2) Regido extrafolicular: as células precursoras de linfocitos T deixam a
medula éssea e migram para 0s oOrgaos linfoides secundarios para se

diferenciar. Em tonsilas, estdo concentrados nessa regiao (Kaditiset al., 2008;
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Kaditis et al., 2009) e iniciam sua expansao clonal apés o contato com o
antigeno especifico.

3) Foliculos Primérios: Formados por linfocitos B em repouso,
recirculantes e de memaoria. Tém baixa atividade proliferativa.

4) Foliculos Secundarios: desenvolvem-se apds contato antigénico e
inducao da proliferacdo monoclonal de linfécitos 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 maturacao (centrécitos) (Tsaoussoglou et al., 2014; Mashid et al.,
2009). A zona do manto encontra-se perifericamente aos centros germinativos
e apresenta predominantemente linfocitos B de memodria (Musiatowiczet al.,

2001).

Luz Faringea

( ~

Figura 1. Representacdo esquematica dos compartimentos e
composicao celular das tonsilas palatinas
B: Linfécitos B; T: Linfocitos T; FDC: Célula Folicular Dendritica;
IDC: Célula Dendritica Interfolicular; MF: Macréfago; HEV: Veia Folicular;
M: Célula de mucosa; PF: Foliculo Primario; SF: Foliculo Secundario;
MZ: Zona do Manto; GC: Centro Germinativo; EFA: Area Extrafolicular;
Adaptado de Hoefakker et al. (1993)
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A hiperplasia tecidual tonsilar segue o padrdo folicular linfoide
(DellAringa et al., 2005; Rademakers et al., 1992; Mowry et al., 2008).
Caracteriza-se por aumento geral do 6rgao, com hipercelularidade; arquitetura
tecidual preservada e foliculos secundarios com tamanhos aumentados e

formatos variaveis (Figura 2).

Figura 2: Hiperplasia Folicular Linféide em Tonsila. A seta cheia indica os foliculos normais;
a seta vazia indica os foliculos hiperplasicos.
Adaptado de Dell'Aringa et al., 2005

3.3 A hiperplasia tonsilar e a inflamagéo sistémica

As criangas com SAOS por HT apresentam status inflamatério sistémico
exacerbado, com indices 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 substancia P.



Revisdo da Literatura 10

A sobrecarga cardiaca e os altos niveis de citocinas inflamatoérias seriam
0S principais responsaveis pelo surgimento precoce de placas ateromatosas
nesses individuos. Os niveis de tais citocinas tendem a normalizar apés
correcdo 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 niveis mais elevados do que os controles. Shen et al. (2014)

observam correlacéo positiva entre a concentracdo sérica de CysLTs e o IAH.

3.4 Relacdo entre a hiperplasia tonsilar e as alergias respiratorias

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 correlacdo inversa entre a HT e AR, com maior
gravidade da HT em individuos nao alérgicos.

Outros artigos mostram que a ocorréncia de doencas alérgicas como
rinite, asma e urticaria € mais frequente entre os pacientes portadores de HT
do que na populacdo 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 6rgédo quando as criangas eram expostas a alérgenos especificos,

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

HT e AR.

3.5 Os receptores de cisteinil-leucotrienos

Os CysLTRs sao receptores transmembrana ligados a proteina G e os

dois subtipos mais estudados sdo o CysLTR1 e o CysLTR2.

3.5.10CysLTR1

Seu agonista mais potente é o leucotrieno D4 (LTD4), seguido pelo
leucotrieno C4 (LTC4) e pelo leucotrieno E4 (LTE4) (Sarau et al., 1999). Esta
presente em células estruturais da mucosa nasal (Shirasaki et al., 2002;
Corrigan et al., 2005), linfécitos periféricos, musculatura lisa, macréfagos e
plaquetas (Mita et al., 2001; Zhu et al., 2005). E sensivel aos antagonistas de
leucotrienos disponiveis para uso clinico (montelucaste, zafirlucaste,

pranlucaste, pobilucaste e MK571).
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3.5.20 CysLTR2

LTC4 e LTD4 séo agonistas equipotentes, LTE4 se comporta como um
agonista parcial (Heise et al., 2000) e ndo ha um antagonista para uso clinico.
Também esta presente em células estruturais da mucosa nasal (Shirasaki et
al., 2002; Corrigan et al., 2005; Figueroa et al., 2003), linfocitos T (Mita et al.,

2001), eosinofilos e mastocitos (Mellor et al., 2003).

3.6 Os CysLTRs e a maturacéao celular

A sintese e liberacdo dos leucotrienos foram inicialmente relacionadas
aos processos alérgicos (Figura 3). Recentes estudos descrevem a via da 5-
Lipoxigenase (5-LO) na maturacdo de células imunes. Nas células dendriticas
(DC) ha aumento da concentracdo intracelular de 5-LO, atingindo altos niveis
durantes sua maturidade. Observou-se também que as DC imaturas expostas
a LTC4 apresentam capacidade maior de ativacdo de linfécitos T citotoxicos do
gue as DC expostas a ambientes contendo PGE2 (Dannull et al., 2012). Os
CysLTs liberados tém acdo quimiotaxica sobre os linfécitos imaturos e
potencializam a capacidade ativadora das DC sobre os linfocitos (Thivierge et
al.,, 2009, Spanbroek et al., 2000). Denzlinger et al. (2001) demonstram a

ativacdo de células tronco de medula 6ssea através via LDT4/ CysLTRL1.
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Figura 3: Enzimas envolvidas na sintese dos leucotrienos
Extraido de Scadding et al., (2010)

3.7 Os CysLTRs e a proliferagao celular

3.7.1 Neoplasias

A série de estudos publicada por Matsuyama et al. mapearam a
expressdo dos CysLTRs em neoplasia do trato génito-urinario masculino. O
CysLTR1 estava ausente em préstatas normais e observou- se,
respectivamente, discreta e alta expressdo desse receptor em 06rgaos
hiperplasicos e tecidos tumorais; a intensidade de expresséo foi positivamente
correlacionada ao grau da neoplasia (Matsuyama et al., 2007). A presenca de
montelucaste no meio de cultura das células neoplasicas induziu a apoptose.
Em carcinoma de células transicionais de bexiga (Matsuyama et al., 2009a), os

autores mostraram comportamento semelhante em relacdo ao grau de
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expressdo e resposta ao montelucaste. Em testiculos, (Matsuyama et al.,
2009b) foi descrita a expressdo de CysLTR1 em seminoma, carcinoma
embrionério, coriocarcinoma e teratoma. Revendo os resultados, 0os autores
sugeriram a utilizacdo de montelucaste como adjuvante a quimioterapia nesses
pacientes (Matsuyama et al., 2010).

Em células de céancer colorretal (Ohd et al.,, 2003; Soumaoro et al.,
2006), a maior concentracdo de CysLTR1 esteve associada a pior prognéstico,
enquanto a expressdo elevada de CysLTR2 esteve associada a um bom
prognéstico (Magnusson et al., 2010). Em outro estudo, esses autores
mostraram que pacientes com tumores de mama com expressao elevada de
CysLTR1 e baixa de CysLTR2 apresentaram maior morbidade. O tamoxifeno
preservou ou induziu a transcricdo de CysLTR2 (Magnusson et al., 2011).

No carcinoma gastrico, ha maior expressdo de CysLTR1 e semelhante
expressdo de CysLTR2 em relacdo ao tecido normal (Venerito et al., 2011). Em
células de neuroblastomas, a expressdo do CysLTR1 e CysLTR2, bem como
das enzimas geradoras de CysLTs estdo aumentadas e a cultura dessas
células em meios contendo bloqueadores de CysLTRs evidenciou diminuicdo
na divisdo celular (Sveinbjérnsson et al., 2008). No cérebro, observou- se alta
expressdo de CysLTR1 em astrocitomas, gangliogliomas e adenocarcinoma

metastaticos (Zhang et al., 2004).
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3.7.2 Proliferacdo ndo-neoplasica

Na asma, a liberacdo 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 brénquicas e das células
caliciformes, contribuindo para a hiperreatividade brénquica e a hipersecrecéo
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 sdo expressos em células endoteliais e
musculares lisas, intermediando a divisdo celular e a hiperplasia tecidual
(Porreca et al., 1996; Back et al., 2006). Por esses motivos, os estudos
recentes descrevem a via dos CysLTs como um eixo central na aterogénese e
um dos principais focos a serem tratados em portadores de doencas
vasculares crénicas (Riccioni et al., 2009).

Segundo McMahon et al. (2000; 2002), durante o desenvolvimento da
glomerulonefrite, a proliferacdo das células mesangiais € induzida por LTD4 e
inibida por montelucaste. Os CysLTRs estdo envolvidos também na
proliferacdo de mastocitos (Jiang et al., 2006); em epitélio intestinal, o LTD4
age também na mudanca do ciclo celular (Paruchuri et al., 2003).

Spinozzi et al. (2004) demonstraram que a ativagdo de linfécitos T
periféricos gera expressdo de CysLT1R e CysLT2R. Quando tais linfécitos
foram cultivados em ambiente contendo montelucaste, houve diminuicdo da

proliferagéao celular e inducdo de apoptose.
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3.8 As tonsilas e os leucotrienos

A concentracdo tecidual de CysLTs é maior nas tonsilas hiperplasicas
em relacdo as tonsilas com infec¢des recorrentes (Shen et al., 2012). Na zona
do manto, ha alta expressdo de 5-LO, leucotrieno-A4 hidrolase (LTA4H) e
leucotrieno-C4 sintase (LTC4S) (Mashid et al., 2009; Tsaoussoglou et al.,
2014). Em relacédo aos CysLTRs em tonsilas, Goldbart et al. (2004) publicou o
primeiro estudo, no qual criancas com SAOS foram comparadas com as
portadoras de tonsilites de repeticdo e observou-se expressao significativa de
CysLTR1 e CysLTR2 no epitélio, zona extra-folicular e endotélio no grupo com
SAOS; no grupo controle, houve fraca expressdo. Nesse estudo foram
excluidas todas as criancas 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
excluidos individuos portadores de alergias, e os resultados obtidos na
imunohistoquimica 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 padrdes polissonograficos.

Em 2008, Kaditis et al. (2008) evidenciou maior presenca dos CysLTR1
e CysLTR2 em linfocitos T das zonas extra-foliculares e epiteliais dos pacientes
com SAQOS, comparados aos individuos com tonsilites de repeticdo. Nesse
estudo, os autores ndo consideraram a historia de alergias como critério de
exclusdo dos pacientes. Em outros estudos recentes (Tsaoussoglouet al.,

2012; Shen et al., 2012), que utilizaram citometria de fluxo e dosagem de RNA
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em RT-gPCR, observou-se que os resultados se mantiveram, com maior
expressao dos receptores em portadores de SAOS.

O estudo de Dayyat et al. (2009) evidenciou com alta significancia
estatistica (p<0.001) o efeito dose-dependente do LTD4 na proliferacdo de
células tonsilares in vitro e mostrou o impacto dos bloqueadores de

leucotrienos nesse processo.

3.9 A Fisiopatologia dos DRS pediatricos

Entre 3 e 10 anos, os DRS estdo intimamente ligados a HT (Mitchell,
2007). As TP e a TF sado orgdaos linfaticos secundarios presentes na via aérea
superior e compdem o anel linfatico de Waldeyer. O aumento patolégico de
volume desses 6rgdos ocorre em 3 a 5% da populacéo pediatrica (Carter et al.,
2014) e gera maior resisténcia a ventilacdo, facilitando o colapso faringeo
durante a inspiracdo. Durante o sono (Bao et al., 2004; Arens et al., 2005a), a
hipotonia muscular e o decubito também colaboram para o estreitamento da via
aérea.

Outros importantes fatores envolvidos na fisiopatologia dos DRSs séo as
malformacgdes cranio-faciais, como aquelas associadas a sindromes genéticas
(Down, Crouzon), os disturbios neurolégicos, principalmente as neuropatias

hipoténicas (Halboweret al., 2007) e a obesidade (levers-Landis et al., 2007).
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3.10 Diagnostico de SAOS na infancia

A histéria e o exame fisico sdo as ferramentas mais Uteis para a o
diagnéstico dos DRS na maioria das criancas (Ray et al.,, 2005). Os dados
clinicos que mais fortemente apontam correlagdo com SAOS s&o a ocorréncia
de ronco alto, apneia testemunhada, despertares frequentes e respiracao oral
persistente (Hwang et al., 2013; Tan et al., 2013). Ao exame fisico, o grau de
hiperplasia da TF tende a se correlacionar com a intensidade da SAOS em
criancas pré-escolares. (Tagaya et al., 2012).

A revisado do artigo adotado como diretriz pela American Academy of
Pediatrics considera a polissonografia noturna (PSG) o método padrao ouro no
diagnéstico da SAOS (Marcus et al., 2012) e recomenda sua realizacdo quando
ha duvida no diagnostico desse distarbio, ponderando a dificuldade na
execucdo desse procedimento em todos o0s 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 versao para o Portugués foi validada por Certal et al. (2015).
Esse teste é aplicado aos pais de individuos de 2 a 18 anos com suspeita de
SAOS e contém 22 perguntas do tipo sim/ndo. A ocorréncia de 8 ou mais

respostas positivas € indicativa de SAOS, com sensibilidade de 85% e
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especificidade de 87% e a sensibilidade do teste cresce proporcionalmente ao
namero de respostas positivas. De acordo com Karlson et al. (2008), o PSQ € o
questionario o mais acurado para uso clinico; Rosen et al. (2015) afirmam que
o PSQ tem como vantagem fornecer informacdes a respeito do impacto da
SAOS sobre comportamento, sonoléncia e qualidade de vida da crianca e

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

3.11 O Tratamento dos DRSs pediatricos

A A2 é o procedimento mais utilizado por apresentar alta eficacia
terapéutica e baixo indice de recidivas (Ray et al., 2005; Bhattacharjee et al.,
2011). Outras terapias sdo as correcdes de malformacdes cranio-faciais, uso
de mascara nasal de ventilacdo com pressao positiva e perda ponderal (Praud
et al., 2008).

O tratamento medicamentoso baseia-se no uso de anti-inflamatorios,
como corticoides (orais e nasais), anti-histaminicos 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 1AO (p<0,01), diminui¢cdo do tamanho da TF (p<0,05) e melhora limitrofe do
IAH (p=0,07). Esses padrbes mantiveram-se estaveis no grupo placebo.

A associacdo de corticosteroides tépicos nasais com montelucaste
também apresentou efeito positivo no tratamento da SAOS leve e moderada
(Criscuoli et al.,, 2003) e da SAOS residual p6s-A2 (Arens et al., 2005b;

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

4.1 Parecer ético

Este estudo foi aprovado pela CAPPesq do HCFMUSP, sob os registros
de pesquisa numeros 10492/14 e 12988/15 (Anexos A e B). Foi registrado na
Plataforma Brasil online sob o numero 13737413.9.0000.0068 e
40593015.8.0000.0068 (Anexo C). Os responsaveis por cada crianca envolvida

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

4.2 Desenho do estudo

Estudo observacional exploratério do tipo Corte Transversal com dois

grupos comparados em relacdo ao perfil populacional linfocitario.

4.3 Pacientes

Foram incluidos 60 individuos consecutivos da lista de espera para

realizagdo de adenoamigdalectomia do Ambulatério de Otorrinolaringologia do

HCFMUSP.
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4.3.1 Definicdo dos grupos de estudo

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

acordo com a resposta ao teste cutaneo para alérgenos inalatérios (TCAI):

Sensibilizados (SE): resposta maior que 3 mm a pelo menos um dos
alérgenos.
N&o-Sensibilizados (NS): resposta menor que 3 mm a todos o0s

alérgenos testados.

4.3.2 Critérios de incluséao

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

- Roncos noturnos com parada respiratdria, com frequéncia minima de 4
noites por semana, descritos por acompanhante adulto.

- indice em PSQ maior ou igual a 8.

- Indice z do IMC entre -2 e +2 seguindo o padrdo da OMS para a idade
(Coleet al., 2000; Barlow et al., 2007).

- TP grau 2 ou maior (Brodsky et al., 1989) e TF ocupando espaco igual
ou maior que 70% do espaco total de rinofaringe (Caylakli et al., 2009;

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

- Deformidades cranio-faciais de quaisquer etiologias.

- Distarbios cardiovasculares, imunologicos, neuromusculares ou
geneéticos.

- Presenca de doencas alérgicas (nao respiratorias) conhecidas.

- Uso de antileucotrienos, corticosteroide (nasal ou oral), anti-
histaminicos, anti-inflamatorios ndo hormonais ou antibioticos nos 90 dias que
antecederam a cirurgia.

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

- Ocorréncia de infeccdo, viral ou bacteriana, nos 90 dias que
antecederam a cirurgia.

- Residéncia fora da regido metropolitana de Séo Paulo.

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

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

4.4 Avaliacao clinica

4.4.1 Defini¢do do quadro clinico

Foi aplicada a versdo do PSQ em Portugués aos responsaveis de cada

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

registradas as medicacdes de uso habitual e recente.

4.4.2 Exame fisico

Os pacientes tiveram suas alturas medidas em posicao ortostatica e
foram pesados utilizando-se uma balanca antropométrica da marca Welmy®
modelo 110 CH (origem: Brasil). As TP foram avaliadas via oroscopia com
paciente sentado sobre as pernas do responsavel. Para avaliacdo da TF, os
individuos foram submetidos a nasofibroscopia ambulatorial. Inicialmente foram
mantidos sentados sobre as pernas do adulto responsavel. 0,1 ml de lidocaina
2% em gel (Xylestesin®; origem: Brasil) foi aplicado a ponta do endoscoépio
Machida® modelo ENT-30FIII (origem: Japéo) acoplado a uma fonte de luz
halégena da marca Ferrari Medical® modelo FH 25C R1 (origem: Brasil). O
aparelho foi introduzido nas duas fossas nasais e o0 grau de ocupacéao faringea

pela TF foi avaliado pelo examinador.

4.5 O teste cutaneo para alérgenos inalatérios

Todos os individuos foram submetidos a TCAI, realizado pelo mesmo

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

histaminicos, corticosteroides nasais e orais, antileucotrienos ou anti-
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inflamatorios 60 dias antes do teste, quando o quadro clinico 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 Concentragao

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 germdnica 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 cuténeas foram realizadas com lanceta descartavel de ago
inoxidavel da marca Alergoprick® modelo PRO (origem: Brasil) na linha
mediana das faces anteriores dos antebragos, com distancia minima de 3 cm
entre cada reagente. As leituras foram realizadas apds 15 min.

Cada papula foi marcada e medida com régua transparente graduada
em milimetros. A reacao foi positiva quando o diametro da papula foi igual ou
superior a 3 mm, de forma concordante para um dado alérgeno, em ambos os

bragos. Este diametro foi calculado utilizando a formula (Quadro 2):
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Quadro 2: Férmula para calculo do diametro da papula cutanea no TCAI

Diametro da pépula=Rmaior diametro + menor diémetro-)]—(maior didametro docontrole negativo)
2

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 inducgéo
anestésica, foram coletados 3 ml sangue venoso periférico e acondicionados
em tubo de 4 ml a vacuo contendo anticoagulante EDTA K2 na parede, da
marca BD® modelo Vacutainer (origem: Brasil).

Um fragmento das TP e da TF extraidas de cada paciente foram
acondicionados em formol 10% e enviados ao Laboratério de Patologia do
HCFMUSP para fixacdo do tecido em parafina e andlise histol6gica habitual.
Os demais fragmentos foram alocados em frasco plastico estéril contendo 6 ml
de PBS e enviados prontamente ao Laboratério de Imunofenotipagem do

HCFMUSP.

4.7 Fixacéo e avaliacdo anatomopatologica

Os fragmentos enviados ao Laboratério de Patologia do HCFMUSP

foram processados seguindo o protocolo: fixagcao inicial do tecido em formalina
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tamponada neutra por 24h. Apds, 0 espécime € submetido a exame
macroscopico, seccionado e incluido em cassete histoldgico. Os cassetes sao
incubados em 3 passagens de duas horas cada uma em alcool 96%; em
seguida realizam-se 3 passagens de 2 horas cada uma em alcool 100%.

Apos, sao incubados em xilol, com 3 trocas da solucédo a cada 1 hora.
Em seguida, sdo incubados em parafina filtrada a 56 °C por uma hora. A
parafina € substituida por nova parafina filtrada e mantida a 56 °C por mais 2
horas.

Em seguida, o tecido € seccionado a espessura de 3 ym em micrétomo
semi-automatico modelo CUT 5062 (origem: Brasil). Os fragmentos da fita de
cortes sdo colocados em banho-maria com agua destilada a 45 °C e em
seguida alocados em lamina de vidro para microscopia de 26 x 76 mm com 1
mm de espessura, da marca Bioslide® (origem: Brasil). As laminas com os
cortes sdo colocadas em estufa a 50° a 60 °C durante 24 h.

Em seguida, as laminas séo imersas em xilol por 20 min, com troca aos
10 min. Em seguida sdo alocadas em banhos de alcool 100% por 5 min, depois
a 95% por mais 5 min e a 70% por 15 min. Apds essas etapas sao lavadas com
agua corrente.

As laminas sdo entdo coradas com corante hematoxilina da marca
Newprov® (origem: Brasil) por 15 min e lavadas em agua corrente por 10 min.
Em seguida séo coradas com corante eosina da marca Newprov® por 2 min e
novamente lavadas em agua corrente por mais 10 min. Por fim, sdo passadas
por bateria de desidratacdo em banhos rapidos sequenciais de: alcool 70%,

alcool 95%, alcool 100% e xilol.
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Foi feita a analise histolégica habitual (em todos os casos pelo mesmo
patologista, cego para 0 grupo ao qual o paciente pertencia) através de
microscopio optico da marca Nikon® modelo Eclipse Ci-S (origem: Jap&ao),

lluminacao haloégena.

4.8 Citometria de fluxo

4.8.1 Identificacdo das amostras teciduais

Os fragmentos de tecidos foram separados e identificados:
TF- Fragmentos de tonsila faringea
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 mudultiplas
incisdes e lavagens no tecido com uso de lamina de bisturi estéril nUumero 15
da marca Solidor® (origem: Brasil). Ao final dessa etapa obtivemos 10 ml de

suspensao celular de TF e TP.
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As suspensdes obtidas foram passadas através de um filtro modelo
EASYstrainer da marca Greiner Bio-One® (origem: Brasil) com porosidade de
100 ym 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-gPCR (adiante).

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 3175 rpm em centrifuga
modelo Immufuge 1l da marca Baxter® (origem: EUA) durante 5 min. As
solucBes sobrenadantes foram descartadas. Foram entdo adicionados 3 ml de
PBS a cada tubo, homogeneizados em agitador vortex modelo AP 56 da
marca Phoenix® (origem: Brasil) e novamente centrifugados a 3175 rpm.
Novamente o0s sobrenadantes foram descartados e as ceélulas foram

ressuspensas em 1600 ul de PBS-BSA e homogeneizadas em vortex.

4.8.3 A viabilidade celular

10 pl de cada suspenséo foram adicionados a 10 pl de solucdo de azul
de tripano a 0,2% da marca Life Technologies® (origem: EUA),
homogeneizadas e alocadas em hemocitbmetro. Em seguida foram avaliados
em microscoépio optico da marca Nikon® modelo Eclipse Ci-S (origem: Japao),
lluminag&o haldgena. Todas as amostras analisadas apresentaram pelo menos

97% de células viaveis.
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4.8.4 Separacao dos linfécitos de sangue periféricos

O tubo contendo a amostra de SP foi incialmente homogeneizado por
inversdo e centrifugado a 3175 rpm durante 5 min. Foi aspirada a fase
linfocitaria (intermediaria) e transferida para um novo tubo. A esse tubo foram
adicionados 2 ml de PBS, homogeneizado em voOrtex e novamente
centrifugado a 3175 rpm durante 5 min. O sobrenadante foi entdo aspirado e as
células foram ressuspensas em 1600 ul de PBS-BSA e homogeneizadas em

vortex.

4.8.5 Marcacdao dos tubos

500 ul de cada suspensao celular (SP, TP e TF) foram colocados em 3
novos tubos Falcon®, marcados como:

Controle: Tubo ao qual ndo 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 Adicdo dos anticorpos

Nos tubos LT1 foram adicionados 2 pl do anticorpo monoclonal primario
de coelho anti-CysLTR1 humano da Marca Cayman Chemical® (origem: EUA)
em diluicdo 1:100.

Nos tubos LT2 foram adicionados 2 pl do anticorpo monoclonal primario
de coelho anti-CysLTR2 humano da Marca Cayman Chemical® (origem: EUA)
em diluicdo 1:100.

Os tubos foram ent&o incubados por imersdo a 0 °C durante 20 min em
caixa isenta de luz. Em seguida, aos tubos LT1 e LT2 foram adicionados 2 pl
do anticorpo policlonal secundario: imunoglobulina de cabra anti-coelho
conjugado a FITC da marca BD® (origem: EUA) em diluicdo 1/500. Todos os
tubos foram entdo novamente incubados a 0 °C durante 40 min em caixa
isenta de luz.

Apoés esse periodo, os tubos foram centrifugados a 3175 rpm durante 5
min e o sobrenadante foi descartado. Em seguida foram adicionados 500 pl de
PBS a cada tubo e homogeneizados em vortex.

Aos tubos LT1 e LT2 foram entdo adicionados:

- 2 ul de anticorpo IgG1 monoclonal de rato anti-CD19 humano, clone ID
LT-19, concentragdo 1/100 e conjugado ao cromoéforo PerCP (Exbio®- origem:
Republica Tcheca).

- 5 pl de anticorpo IgG1 monoclonal de rato anti-CD3 humano, clone ID
MEM-57, em concentragdo 1/200 e conjugado ao cromoforo PE. (Exbio®-

origem: Republica Tcheca).
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Os tubos foram entdo homogeneizados em vOrtex e incubados em
camara escura durante 15 min a temperatura ambiente.

Apoés esse periodo, foram adicionados 2 ml de solucdo de lise celular
Excellyse da marca Exbio® (origem: Republica Tcheca) a cada tubo. Os tubos
foram homogeneizados em vortex e incubados em camara escura por mais 15
min a temperatura ambiente.

Em seguida, os tubos foram homogeneizados em vortex e centrifugados
a 3175 rpm durante 3 min. O sobrenadante foi desprezado e foram entéo
realizadas duas lavagens do pellet com solucdo PBS-Azida 0,1%. Por fim, as
células foram ressuspensas em PBS e as solucdes foram lidas em citbmetro de

fluxo.

4.8.7 Leitura e analise das amostras em citbmetro de fluxo

As amostras foram levadas para leitura em um citdmetro 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) Padronizacao de aquisicao 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 regido
de células de menor tamanho e granulagéo (Figura 5).

d) Ajustagem de FL1, FL2 e FL3: de modo a posicionar as populacdes
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 relacdes FL1%-FL2, FL3-%FL2 e FL2-%FL3.

c) Confirmacéo desse padrdo nos tubos LT2.
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Figura 4: Analise da populagéo celular de TF em citometria de fluxo. Os conjuntos de
células pequenas, grandes e totais foram avaliados separadamente
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Figura 5: Analise das populacdes de leucdcitos em sangue periféricos por citometria de fluxo.
Os LPs estao localizados na area circulada

Terminados esses ajustes, as amostras foram adquiridas e os dados
armazenados na memoria do computador.

A andlise das amostras foi feita utilizando o mesmo software. Para cada
amostra (SP, TF e TP) de um paciente, foram feitas andlises distintas.
Inicialmente foi delimitado o gate a ser estudado. Em seguida, foram alocados
0s 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 populacdes 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: Proporcdes de células T e B CysLTR+. A coluna A mostra a alocacdo 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 Extracao do RNA total

Em um tubo Falcon estéril de 10 ml da marca BD® (origem: Brasil) foram
adicionados sequencialmente 5 ml de solucdo Ficoll Paque da GE Healthcare®
(origem: EUA) e 5 ml de suspensdo de células TF. A suspensao foi
centrifugada por 20 min a 2000 rpm em temperatura ambiente, em modo de

desaceleracdo sem frenagem. Em seguida, a fase leucocitaria (intermediaria)
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foi transferida para um novo tubo e a solucéo ressuspensa em 10 ml de PBS,
homogeneizada em vortex e novamente centrifugada a 2000 rpm durante 10
min. O sobrenadante foi descartado por inversao, o sedimento foi novamente
ressuspenso em 10 ml de PBS, homogeneizado em vértex e novamente
centrifugado a 2000 rpm durante 10 min. A partir do sedimento obtido, 0 RNA
total foi extraido com RNeasy Mini Kit da Qiagen® (origem: EUA) de acordo
com as instrucdes do fabricante (Anexo D). A concentracéo e a pureza de RNA
obtidos foram avaliadas em espectrofotdmetro (Modelo NanoDrop 2000c-

Thermo Scientific®, origem: EUA).

4.9.2 Sintese de cDNA

Aliguotas de 1,0ug de RNA total foram submetidas a transcricao reversa

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

acordo com as orientacdes do fabricante (Anexo E).

4.9.3 Amplificacéo

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

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

origem: EUA), na concentracéo inicial e em dissolugéo 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 B-actina (Invitrogen®,

origem: EUA) estdo descritos no Quadro 3:

Quadro 3:Primers utilizados na amplificacdo de CysLTR1, CysLTR2, e
B-actina

forward primer ~ 5-TGACCGCTGCCTTTTTAGTC-3’
CysLTR1
reverse primer  5-AGGAGAGGGTCAAAGCAACA-3’

forward primer 5-TCCACTTGACGACATGGAAA-3’
CysLTR2
reverse primer 5-GGCCTTTTCTGAGTGCAGAC-3’

forward primer 5-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3
B-actina
reverse primer 5-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3

As condicdes 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 dissociacéo (95
°C durante 60 s e 0 aumento passo a passo de 55 para 95 °C). Cada um dos
limiares do ciclo calculados para CysLTR1 CysLTR2 e foram normalizados em
relagcdo ao limiar de ciclo de B-actina correspondente. Assim, CysLTR1 e
CysLTR2 foram expressos como razdes do gene de interesse para o valor o
valor B-actina correspondente. Os resultados da RT-qPCR foram analisados

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

‘ Fragmentos de TF |

~N

‘ Fragmentos de TP |
&«

| Andlise Histoldgica ‘

—| Suspensado Celular \

}

| Suspensado Celular |

!

| Extracao dos leucdcitos I

}

Tubo Controle

Tubo CysLTR1/CD3 / CD19

Tubo CysLTR2/ CD3 / CD19

Tubo Controle
Tubo CysLTR1/CD3 / CD19
Tubo CysLTR2/CD3 / CD19

Tubo Controle
Tubo CysLTR1/CD3 / CD19
Tubo CysLTR2/CD3 / CD19

v

RT-gPCR

Lise de Hemacias

v

Citometria de Fluxo
- Células Pequenas
- Células Grandes

- Total de Células

Citometria de Fluxo
- Células Pequenas
- Células Grandes

- Total de Células

Citometria de Fluxo:
- Linfécitos Periféricos

4.10 Andalises de dados

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

para comparacdo de médias de variaveis continuas e o Teste Qui-quadrado

Figura 7: Resumo da metodologia utilizada no presente estudo

para as comparacfes de variaveis categoricas. As analises de multivariaveis

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

correlacdes foram medidas através do coeficiente de correlacdo de postos de

Spearman. Adotou-se p <0,05 como padrdo de significancia. A expressao

genética e fenotipica de CysLTR1 e CysLTR2 foram os principais desfechos

deste estudo.
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5 RESULTADOS

5.1 Descri¢cdo da amostra

Trinta criancas foram incluidas em cada grupo. As caracteristicas
clinicas dos individuos estdo apresentadas na Tabela 1. Nao houve diferenca
estatistica entre idade, sexo, IMC (kg/m2), IMC (indice z), grau de ocluséo
faringea e tamanho de TP. As criancas do grupo SE diferiram das NS por
apresentarem reacdes positivas para um ou mais alérgenos testados e indice

superior no PSQ (p=0.05).

Tabela 1: Caracteristicas clinicas da populacdo 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**
Pontuagdo 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 - indice 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*
% oclusdo de rinofaringe por TF (média +dp) 78,619,1 78,319,8 0,69*
Numero de alérgenos reagentes no TCAI (média +dp) 1,6 £0,6 00 <0,001**

*teste t de student
** teste Chi quadrado
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5.2 Correlacgdes clinicas

Nos dois grupos foram observadas correlacbes pequenas entre as

principais caracteristicas clinicas dos individuos (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2: Correlacdes entre os dados clinicos dos pacientes do grupo SE

Pontuagédo no % oclusao de Grau de hiperplasia
PSQ rinofaringe por TF de TP
% ocluséo de rinofaringe por TF (0,09) 1 (X)
Grau de hiperplasia de TP (0,09) (0,14) 1
Numero de alérgenos reagentes no TCAI (0,14) 0,18 (0,34)

Teste: coeficiente de correlacdo de postos de Spearman

Tabela 3: Correlacdes entre os dados clinicos dos pacientes do grupo NS

Pontuagé&o no % oclusao de
PSQ rinofaringe por TF
% oclusao de rinofaringe por TF 0,08 1
Grau de hiperplasia de TP (0,18) 0,03

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

5.3.1 Comparacdes das expressfes de CysLTR1 e CysLTR2

em SE e NS

5.3.1.1 Células de TF

No grupo de células pequenas, criancas NS tiveram expressdes mais
elevadas de CysLTR1 e CysLTR2 em todas as subpopulacfes celulares, sendo
significativa para linfécitos CD3+/CysLTR1+. Houve também expressdo mais
elevada de CysLTRs entre as grandes células de individuos NS, significativa
para linfécitos CD3+/CysLTR1+, CD19+/CysLTR1+ e CD19+/CysLTR2+.
Finalmente, considerando-se todas as células, foi novamente significativa a

maior expressdo de CysLTR1 em linfécitos T de NS (Tabela 4).

5.3.1.2 Células de TP

As células de TP também apresentaram maior expressdo de CysLTRs
entre os NS, sendo essa diferenca 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 subpopulacdo estudada. Nao
houve tendéncia a maior expressdo de um dos receptores, bem como nado
houve diferenca estatistica entre as médias.

Tabela 4: Diferencas entre a expressao de CysLTR1 e de CyLTR2 em
linfécitos de tonsilas faringeas dos individuos SE e NS

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

médiatdp média+dp P

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

" %células CD3+ 32,546,0 32,7+3,0 0.87

2 <Z‘: % de células CD3+ expressando CysLT1R 4.6 £2,2 6,5+5,0 0,04
él "'DJ % de células CD3+ expressando CysLT2R 9,514,8 11,6 £7,9 0,23
w g % 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

% do total de células da TF 195+4,4 20,5+45 0,36

% células CD3+ 20,5+7,5 30,0+8,6 0,09

2 g % de células CD3+ expressando CysLT1R 40,9 +145 47,6 £11,7 0,05
él <ZE % de células CD3+ expressando CysLT2R 52,2+12,2 56,1+11,3 0,20
E)J g % células CD19+ 61,1+8,0 61,5+53 0,82
% de células CD19+ expressando CysLT1R 44,6 +16,9 54,1+124 0,01

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

n % do total de células da TF 93,7 +2,1 93,7+2,8 0,97

< % células CD3+ 33546,6 36,4+7,8 0,11

é % de células CD3+ expressando CysLT1R 11,1 45,5 13,7 +6,2 0,04

O % de células CD3+ expressando CysLT2R 17,0175 19,2+8,3 0,28

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

5 % de células CD19+ expressando CysLT1IR 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: Diferencas entre a expressao de CysLTR1 e de CyLTR2 em
linfécitos de tonsilas palatinas dos individuos SE e NS

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

média tdp média +dp p*
% do total de células da TP 67,7 £7,9 68,316,3 0,20
0w células CD3+ 31,4+6,0 39,3+14,2 0,006
2) <z( % de células CD3+ expressando CysLTR1 4,8+2,6 58+5,0 0,30
él ":',J % de células CD3+ expressando CysLTR2 10,1 +4,2 10,5+6,1 0,74
'C“) g % 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
% do total de células da TP 22,1 46,2 23,4+6,7 0,43
% células CD3+ 24,8 £7,4 25,7 46,1 0,60
% E % de células CD3+ expressando CysLTR1  34,8+14,8 38,2+9,8 0,30
2 <Z( % de células CD3+ expressando CysLTR2 50,4 £13,5 52,1+9,0 0,85
0% % células CD19+ 64,2+9,0 66,364 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
0 % do total de células da TP 92,6 +2,9 92,2+2,7 0,53
< % células CD3+ 33,2456 38,3+8,0 0,005
é % de células CD3+ expressando CysLTR1 11,7 16,4 13,0+6,0 0,41
©) % de células CD3+ expressando CysLTR2 19,2 +8,7 195+7,5 0,88
2 % células CD19+ 50,8 +12,0 51,3+9,4 0,84
5 % 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: Diferencas entre a expressdao de CysLTR1 e de CyLTR2 em
linfocitos de sangue periférico dos individuos SE e NS

SE (n=30) NS (n=30) .
média +dp média +dp P

% do total de leucdcitos 29,0+11,8 316126 041
% 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 Expresséao de CysLTR1 versus CysLTR2

pY

A expressdo de CysLTR1 foi comparada a de CysLTR2 na TF

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

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

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

Tabela 7: Expresséo de CysLTR1 versus CysLTR2 em individuos SE

Células CD3+ Células CD19+
p* p*
CysLTR1+ CysLTR2+ CysLTR1+ CysLTR2+
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
PC (média +dp) 4,7 2,3 9,6 +4,8 <0,01 30,6 £16,2 37,217,121 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 xdp) 11,1455 17,075 <0,01 27,0£12,0 36,2+11,0 <0,01

* teste t de Student.



Resultados 46

Tabela 8: Expresséo de CysLTR1 versus CysLTR2 em individuos NS

Células CD3+ Células CD19+
CysLTR1+  CysLTR2+ P CysLTR1+  CysLTR2+ P
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30)
PC (média +dp) 6,6 5,1 11,6 7,9 <0,01 36,2137 42,1161 0,12
GC (média +tdp)  47,6+11,7  56,1%11,3 <0,01 54,1+12,4 615126 <0,01
TC (média +dp) 13,7 £6,2 19,283  <0,01 32,2+12,0 40,3150 <0,01

* teste t de Student.

5.3.3- Expressdao de CysLTRs nos diferentes estagios de

diferenciacao celular

Avaliando todos os indiiduos em um Unico grupo, observou-se que entre

as células CD3+ h& maior exposicdo de ambos CysLTRs nas células grandes

de tonsilas. As células pequenas apresentaram expressdo intermediaria e a

menor expressao foi observada nos linfocitos de SP (Graficos 1 e 2).

Gréfico de caixas 1: Percentis de células CD3+/CysLTR1+ em SP, PC e GC
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Testes: ANOVA e Tukey
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Gréfico de caixas 2: Percentis de células CD3+/CysLTR2+ em SP, PC e GC
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Testes: ANOVA e Tukey

As células CD19+ apresentaram maior exposicdo de CysLTR1 e

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

tonsilares pequenas e as células grandes apresentaram expressao

intermediaria (Graficos 3 e 4).

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

100% 1

90% A

80% 4

70% 1

60% o

50% 4

40% +

30% o

20% o

10% <

p<0,01

-

p<0,01

O

SP

PC

GC

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

Quando os individuos foram divididos entre SE e NS, o perfil celular
permanece semelhante, com maior expressédo de CysLTRs em células grandes

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

Tabela 9: Analise multivariada da expressdo dos CysLTRs em SP, PC e
GC nos individuos SE

F* p* SPvs PC*  SPvs 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: Analise multivariada da expressao dos CysLTRs em SP, PC e
GC nos individuos NS

F* p* SPvs PC*  SPvs 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 expressdo de RNAm de
CysLTR1 e de CysLTR2 padronizadas contra a expressdao de RNAm de [-
actina ndo foi significativamente diferente entre os grupos (Tabela 11). As

curvas de padronizacao de Ct encontram-se nos Anexos G, He I.

Tabela 11: Expresséo génica relativa de CysLTR1 e CysLTR2 em relacdo a
B-actina

SE (n=22) NS (n=23) .
média tdp  média +dp P

RNAm CysLT1R/B-actina 1,17 +£0,70 0,99+0,62 0,37

RNAm CysLT2R/B-actina 0,42 +0,78 0,91+1,47 0,17

* teste t de Student.
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5.5 Testes de correlagcéo

5.5.1 Correlagdes clinico-celulares

Relacionando as expressdes celulares com as principais caracteristicas

clinicas, ndo houve correlacdes fortes, mostrando independéncia entre as

medidas (Tabelas12 e 13).

Tabela 12: Correlacdes entre os achados clinicos e a expresséo dos CysLTRs
nas subpopulacdes celulares de individuos SE

Pontuacio % de ocluséo Grau de Numero de
no PS(;Q de rinofaringe hiperplasia  alérgenos reagentes
por TF de TP no TCAI
0 2 % células CD3+/CysLTR1+ 0,00 0,04 (0,39) 0,28
; & % células CD3+/CysLTR2+ 0,11 0,15 (0,20) 0,34
)
g 3 % células CD19+/CysLTR1+ (0,28) (0,23) (0,18) 0,13
& o células CD19+/CysLTR2+ 0,00 0,01 (0,33) 0,35
) & % células CD3+/CysLTR1+ 0,02 0,02 (0,32) 0,06
<
= % % células CD3+/CysLTR2+ 0,24 0,01 (0,18) 0,23
g S % células CD19+/CysLTR1+ (0,12) (0,14) (0,14) 0,02
]
% células CD19+/CysLTR2+ 0,10 (0,05) (0,02) 0,16
) % células CD3+/CysLTR1+ (0,02) (0,01) (0,28) 0,16
<
<Df 5‘ % células CD3+/CysLTR2+ 0,09 0,08 (0,18) 0,31
o g % células CD19+/CysLTR1+ (0,27) (0,17) (0,17) 0,16
% células CD19+/CysLTR2+ (0,07) 0,01 (0,22) 0,25
o % células CD3+/CysLTR1+ 0,17 (0,03) (0,07) 0,48
L:I>J 5 % células CD3+/CysLTR2+ (0,06) (0,36) 0,15 0,01
QW 9% células CD19+/CysLTR1+ (0,35) 0,14 (0,20) 0,36
S E % células CD19+/CysLTR2+ (0,33) (0,04) (0,41) 0,22
o

n=30
Teste: coeficiente de correlagcdo de postos de Spearman
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Tabela 13: Correlacfes entre os achados clinicos e a expressao dos CysLTRs
nas subpopulacdes celulares de individuos NS

Pontuacio % de ocluséo Grau de
no PSQQ de rinofaringe hiperplasia
por TF de TP
0 2 % células CD3+/CysLTR1+ 0,00 (0,14) 0,15
<

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

g O 9% células CD19+/CysLTR1+ (0,20) (0,36) 0,17

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

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

<

32 % células CD3+/CysLTR2+ 0,13 (0,13) 0,21

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

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

02 % células CD3+/CysLTR1+ (0,18) (0,25) 0,06
<

g 3 % células CD3+/CysLTR2+ (0,14) (0,18) 0,00

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

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

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

L:I)J O % células CD3+/CysLTR2+ 0,02 (0,17) 0,04
o

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

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

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

5.5.2 Correlagbes entre a expressado celular e a expressao

genética

Foram testadas as correlacdes entre a expressao de RNAm para os

genes em estudo e 0s percentis de células expressando cada CysLTR (Tabela
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14). Os valores obtidos de rho (significancia de 0,05) ndo evidenciam

correlacéo entre tais medidas.

Tabela 14: Correlacdes entre a expressao dos CysLTRs em cada
subpopulacao celular com as expressdes génicas em

individuos SE

CysLT1R/B-actina

CysLT2R/B-actina

0 2 % células CD3+/CysLTR1+ 0,20 (0,20)
<
S & % células CD3+/CysLTR2+ 0,12 (0,22)
o)
g O 9% células CD19+/CysLTR1+ 0,05 (0,07)
& o células CD19+/CysLTR2+ 0,16 (0,04)
10 & % células CD3+/CysLTR1+ 0,01 (0,07)
<
5' % % células CD3+/CysLTR2+ (0,13) (0,11)
g S 9% células CD19+/CysLTR1+ 0,01 (0,02)
O]
% células CD19+/CysLTR2+ (0,02) (0,04)
0 & % células CD3+/CysLTR1+ 0,11 (0,12)
<
3 5 % células CD3+/CysLTR2+ 0,12 (0,06)
O g % células CD19+/CysLTR1+ 0,15 (0,07)
% células CD19+/CysLTR2+ 0,15 (0,11)
o % células CD3+/CysLTR1+ 0,21 0,17
L:I>J % % células CD3+/CysLTR2+ (0,05) (0,22)
QwW 9% células CD19+/CysLTR1+ (0,05) (0,09)
S E % células CD19+/CysLTR2+ 0,13 0,02
o
n=30

Teste: coeficiente de correlagcdo de postos de Spearman
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6 DISCUSSAO

6.1 O perfil populacional

Os grupos apresentaram caracteristicas clinicas homogéneas em
relacdo a idade, ao género e indice z médio do IMC. A evidente hiperplasia de
TF (grau médio de oclusao faringea 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 razdo para a
ocorréncia de SAOS.

Houve fracas correlacdes entre o grau de hiperplasia de TF e TP
(Tabelas 2 e 3) e a pontuacdo no PSQ. Esse dado esta de acordo com 0s
estudos prévios que mostram independéncia entre o tamanho das tonsilas e o
IAH (Hwang, 2013; Leitzen, 2014). A revisao sisteméatica de Nolan et al. (2011)
concluiu que os clinicos devem ponderar a fraca associacao entre o grau de HT
e o IAH no momento da decisdo pela abordagem cirdrgica. Nossos dados
também corroboram os achados de Tagaya et al., (2012), que sugerem
associacdo entre o grau de HT e o IAH, em criancas pré-escolares e
associacao fraca em criancas maiores que 5 anos.

Observou-se também fraca correlacdo entre 0 numero 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 correlacdo tém seu valor

limitado, devido a baixa média de testes positivos na amostra.



Discussao 55

Os estudos prévios sobre a expressdo de CysLTRs em tonsilas haviam
comparado pacientes portadores de SAOS com individuos portadores de
tonsilites de repeticdo, demonstrando minima expressdao 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 séo
escassos, uma vez que tal tecido ndo é disponivel para ser removido, por
razBes éticas. Considerou-se, a priori, que a utilizacdo de individuos portadores
de tonsilite de repeticdo como controles de portadores de HT tem um valor
cientifico relativo, pois a ocorréncia das infec¢cdes indica a presenca de
distarbio de provavel natureza imunoldgica ou infecciosa nesses pacientes.
Dessa forma, no presente estudo, foram excluidos os pacientes com tonsilites
recorrentes, de forma a obtermos uma amostra mais homogénea, dividida em
dois grupos, entre os quais a principal diferenca é a ocorréncia de AR. Os
estudos prévios utilizaram amostras de individuos sem alergias (Goldbart et al.,
2004; 2005) ou nao discriminaram tais alergias como fator de exclusdo
(Tsaoussoglou et al., 2012; 2014; Shen et al., 2012). O montelucaste € utilizado
em terapia de doencas alérgicas, como asma e rinites e também tem efeito
positivo no tratamento de SAOS leve secundaria a HT, mesmo em individuos
nao alérgicos. Consideramos que comparacdo de grupos de sensibilizados e
nao sensibilizados quanto a expressédo dos CysLTRs traria novos dados sobre
a acao desses receptores na fisiopatologia da HT.

Por n&o haver dados prévios das possiveis diferencas entre os grupos, o
tamanho do tamanho da amostra foi estimado no principio estatistico de

distribuicdo normal (Callegari-Jacques, 2007), em carater exploratorio.
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6.2 O Diagnostico de SAOS

A pontuacdo média do PSQ foi acima do limitrofe para diagndstico da
SAOS em ambos os grupos (Tabela 1). Segundo Chervin et al. (2000), a
sensibilidade e especificidade diagnostica crescem proporcionalmente a
pontuacdo no PSQ. No entanto, nesse trabalho os autores ndo especificam os
valores de especificidade e sensibilidade para cada pontuacédo obtida.

O diagnéstico da SAOS baseado exclusivamente na pontuacédo do PSQ,
sem a realizacdo de polissonografia, pode ser considerado uma limitacdo do
presente estudo. A utilizacdo do PSQ como Unica ferramenta diagndéstica da
SAOQOS é criticada por autores como Spruyt et al. (2011). Porém, os objetivos
deste estudo foram avaliar o perfil celular das tonsilas hiperplasicas 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 clinicos, como ja feito anteriormente (Tsaoussoglou et al., 2012;
Guilleminault et al., 2013). De acordo com Rosen et al. (2003; 2015), esse
questionario tem uma sensibilidade e especificidade equivalentes as da
polissonografia para diagnosticar SAOS em criancas e € mais abrangente
devido a sua avaliacdo das diversas manifestacdes dos DRS.

A diferengca na pontuagcdo 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 respiratdrias como fatores de risco para
SAOS. Esses estudos ndo correlacionam, de maneira fisiopatoldgica, a AR

com a HT, uma vez que se baseiam em caracteristicas clinicas e esses autores
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sugerem que a intensificacdo da SAOS ocorra devido a sobreposicédo dos dois
distarbios. Conforme o estudo de Kim et al. (2015), a AR é um fator relevante
na patogénese da SAOS e pode impedir a resolucdo dos parametros clinicos

noturnos mesmo apos a realizacéo de A2.

6.3 Os CysLTRs e a hiperplasiade 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). Ja 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 individuos e apresentou grande variancia, enquanto a
presente amostra € composta por 30, sendo a variancia menor. Dessa forma,
acreditamos que a média obtida no presente estudo seja mais compativel com
a média real desses individuos.

O mesmo estudo descreveu anatomicamente a expressao 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 sdo proximos aos obtidos neste estudo
(30,6% e 37,2% respectivamente). Esses linfocitos, de acordo com Mashid et
al. (2009), apresentam também alta expressdo da 5-LO, LTA4H e LTC4S

intracelulares. Conforme ja descrito anteriormente, um efeito importante da
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ativacdo dos CysLTRs € o0 aumento das taxas de divisdo 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).

JA4 em relacdo as 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
diferencas podem ser explicadas pelo tamanho da amostra e pela possivel
presenca de células dendriticas nesse grupo em nossa amostra.

O papel agonista dos CysLTRs na divisao celular de células neoplasicas
foi demonstrado na série de artigos de Matsuyama et al. e Magnusson et al.;
um papel semelhante foi descrito para células inflamatorias (Panettieri et al.,
1998; Ravasi et al., 2006). Nos linfocitos tonsilares, tal acao foi mais elucidada
por Dayyat et al. (2009), que mostraram uma reducdo na divisdo celular em
culturas contendo montelucaste e BAY u9773. Esse efeito foi também
associado a inducdo de apoptose quando os linfécitos T ativados foram
expostos a concentracdes crescentes de montelucaste (Spinozzi et al. 2004).
Dessa forma, considerando os dados coletados anteriormente e 0s
encontrados neste estudo, sugerimos que, em tonsilas, a sintese de CysLTs e
a ativacdo de CysLTR1 e 2 culminem na proliferacao celular e consequente
hiperplasia.

Jé& foi demonstrado que os CysLTs tém agdo na quimiotaxia e migracao

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



Discussao 59

permitem discriminar a proporcdo de linfécitos provenientes do sangue
periférico.

Na periferia, a expressao do CysLTR1 em individuos normais ocorre em
cerca de 4% dos linfécitos T (Figueroa et al., 2001), sendo esse valor
semelhante ao encontrado em nosso estudo (1,3% em SE e 0,8% em NS). Em
relacdo aos CysLTR2, o estudo de Heise et al. (2000) mostrou alta expressao
em monocitos e em eosinofilos. Nossos dados também mostraram alta
expressao desse receptor em células T e B. Nao houve diferenca na expresséo
dos CysLTRs em linfécitos periféricos de criancas SE e NS; esse dado sugere
gue as alergias respiratorias ndo estimulam significativamente a expressao de
tais receptores na periferia.

Ja4 nos tecidos tonsilares, as criancas sensibilizadas apresentaram
expressdes mais baixas de CysLTR1 e CysLTR2 do que as criancas nao
sensibilizadas e ndo houve diferenca significativa no tamanho das TF e das TP
entre os dois grupos. Considerando que criancas alérgicas apresentam maior
concentracéo tissular de cisteinil-leucotrienos (Cifone et al., 1995; Figueroa et
al., 2003), pode-se sugerir que os individuos sensibilizados necessitam menos
expressdo dos CysLTRs para obter o mesmo fendétipo que os individuos ndo
sensibilizados. Essa proposicdo sugere uma tendéncia para uma associacao
negativa entre HT e AR e discorda da hipétese inicial dos autores.

Essa mesma diferenca na expressividade ndo foi observada na
contagem de RNAm através de RT-gPCR. Neste estudo, o RNAm foi extraido
do total de células das TF, sem separacdo por subtipos e também néo foi

possivel fazer a extracdo do material genético de todos os individuos, o que
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restringiu o tamanho da amostra. Por tais motivos, a avaliacdo da expressao
génica foi limitada no presente trabalho. Deve-se considerar, contudo, que o
objetivo principal dos autores foi quantificar a expresséo proteica na superficie
celular, uma vez que ela determina 0 seu comportamento.

N&o houve correlacdo forte entre os principais achados clinicos e os
perfis celulares, sugerindo que todas as subpopulacfes estudadas contribuem
de forma semelhante com a para a patogénese da HT. Virtualmente, todas as
linhas celulares de criancas SE e NS tém maior expressdo de CysLTR2 do que
CysLTR1, porém os achados ndo nos permitem determinar se um dos
receptores tem maior atividade nesse fendmeno. Na pratica clinica, dispomos
de drogas capazes de bloquear apenas o CysLTR1. Estes medicamentos tém
eficacia no tratamento da SAOS pediatrica leve, mesmo em individuos sem
alergias respiratérias (Goldbart et al., 2004; 2005). BAY u9773 e BAY CysLT2
bloqueiam CysLTR2 e estdo disponiveis exclusivamente para uso in vitro, e
seu potencial para inibir a proliferacdo de células (Mashid et al., 2009; Figueroa
et al., 2003) foi mostrado. Estes dados reforcam o potencial impacto positivo
gue novas drogas capazes de bloguear o CysLTR2 poderao ter no tratamento
nao cirdrgico da HT em criancas.

O desenho utilizado em nosso estudo (comparando criancas alérgicas e
nao alérgicas) nao foi utilizado previamente, e o tamanho da amostra fornece
uma representacado populacional relevante. Além disso, a citometria de fluxo

proporciona uma medi¢cdo muito precisa dos perfis celulares.
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6.4 Os CysLTRs e a maturacdo linfocitaria

Nossos resultados complementam aqueles descritos no estudo de
Tsaoussoglouet al.(2012), em que os linfocitos CD19+ de tonsilas foram
classificados, de acordo com seu tamanho em citometria de fluxo, em
pequenos (células maduras) e médios/ grandes (centrocitos e centroblastos).
Tal estudo ndo descreveu a expressdo de CD3+ em células grandes, em
conflito com nossos achados, que apresentaram cerca de 30% de células
CD3+ em tal subpopulacdo. No entanto, nossos dados estdo de acordo com
outros estudos anteriores (Hsuet al., 1985; Wipfler et al., 2011) que descreviam
fracdo relevante da populacdo de células T crescendo em tamanho durante a
divisdo e maturacéo.

As células progenitoras linféides migram da medula 6ssea para 6rgaos
linfoides secundarios para diferenciar. Em linfonodos e tonsilas, os linfécitos T
estdo concentrados principalmente na area extrafolicular (Wipfleret al., 2011;
Kjeldsen et al., 2011), onde, ap0s o0 contato com o antigeno especifico,
comecam a expansao clonal. A ativacédo e a divisdo celular sdo mediadas por
uma ampla variedade de citocinas e os cisteinil-leucotrienos sdo um importante
mediador desse processo (Thivierge et al., 2009, Spanbroek et al., 2000;Dayyat
et al., 2009). Nesse contexto, a expressdo mais elevada de CysLTRs em
células grandes pode sugerir um papel da via dos leucotrienos, ndo s6 em
proliferacdo, mas também a maturacdo de linfécitos T em tonsilas. Além disso,

a concentracdo basal de leucotrieno em tecido tonsilar hiperplasico é mantida
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em niveis elevados, como mostrado por Shen et al (2012), indicando alta
estimulacdo dos CysLTRs.

Em muitos aspectos, as vias de maturacdo seguidas por células Be T
em tecidos linfoides secundarios sdo andalogas, dado que ambas tém
necessidade de um contato antigénico especifico para iniciar o processo.
Depois de tal contato, as células B imaturas ddo origem a centros germinativos
oligoclonais, com alta atividade mitética na zona escura e maturacao
progressiva na zona clara. Tais células (centroblastos e centrécitos) sao
tipicamente encontradas em citometria de fluxo na regido de médias / grandes
células (Kjeldsenet al., 2011). Estudos recentes tém demonstrado a expressao
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 expressdo da 5-LO em centros germinativos e alta na zona do manto.
Isso pode explicar a maior expressdo de CysLTRs em células de centros
germinativos, uma vez que esta populacdo de células tem o menor contato
para cisteinil-leucotrienos produzido dentro do 6rgdo. Mais estudos sédo
necessarios para elucidar o papel de CysLTRs em cada subtipo de células B e
T, uma vez que cada subpopulacdo de células pode expressar esses
receptores com padrdes diferentes (Lynch et al., 1999).

Os dados publicados sobre a expressdo de CysLTRs em SP medidos
por citometria de fluxo sdo raros. Os estudos que inicialmente descreveram o
CysLTR1 (Sarau et al., 1999) utilizaram Northern Bloth e RT-gPCR para
verificar a sua presenca em linfocitos B e T periféricos. Em relacdo aos

CysLTR2, os estudos focados na distribuicdo de tal receptor (Takasaki et al.,
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2000; Heise et al., 2000) demonstraram sua expressdo em linfocitos periféricos
através de RT-gPCR. Desta forma, esses autores ndo descreveram com
precisdo o percentual de linfocitos B e T periféricos que expressam esses
receptores. Outro estudo (Mita et al.,, 2001) descreveu expressao génica
relativa de CysLTR1 e CysLTR2 em linfécitos T periféricos, usando RT-qPCR,
e observou maior expressado do primeiro. Este dado diverge dos encontrados
em nosso estudo; essa comparacdo, no entanto, deve ser feita ponderando
gue a populacéo estudada era de adultos sem DRS.

Assim, nossos dados trazem informacdes importantes sobre a
expressdo CysLTRs em SP, mostrando que a expressdo CysLTR1 ocorre em
cerca de 1% dos linfocitos T de SP, enquanto a expressao de CysLTR2 ocorre
em cerca de 10%. Nos linfécitos B de SP, nossos resultados mostraram um
alto percentual de células expressando ambos receptores, sendo essa
expressdo maior do que a observada na TF. Estes dados podem ser
interpretados no contexto de producdo de imunoglobulina. Criancas com HT
tém niveis elevados de imunoglobulinas que tendem a diminuir apés a
adenotonsilectomia (van den Akker, 2006). Alguns estudos também tém
demonstrado niveis mais elevados de IgE nesta populacdo, (Sadeghi-
Shabestari et al., 2011). No entanto, a propor¢cdo de células que secretam
imunoglobulina em tecido tonsilar € baixo (Nadalet al., 1992) (2-3%), enquanto
as células da superficie da mucosa sdo o principal produtor de
imunoglobulinas. Esses dados sugerem que os linfocitos B de SP devam

também atuar na producdo de imunoglobulina nesta populagéo.
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Na populacdo pediatrica de Sao Paulo, a prevaléncia de alergias
respiratorias varia entre 26-48% (Sousaet al., 2008; Nicolussi et al., 2014) e os
individuos alérgicos tém maior concentracdo sanguinea de CysLTs do que
individuos nao alérgicos (Peters-Golden et al., 2006; Mewes et al., 1996).
Quando os pacientes foram categorizados de acordo com a sensibilizacdo a
alérgenos respiratorios, a expressdo de CysLTRs foi similar em ambos os
grupos, mostrando que o estimulo alérgico ndo parece influenciar o fenétipo.
Além disso, a alta expressdo de CysLTRs em individuos ndo-sensibilizados de
nossa amostra esta de acordo com achados anteriores, que sugerem papel
inflamatorio dos leucotrienos, mesmo em respostas nao-Th2.

Dessa forma, nossos dados nos permitem afirmar que a via dos
leucotrienos possivelmente exerce um papel na proliferacdo, maturacdo e
ativacdo de linfocitos, em criancas com HT. Novos estudos comparando
tonsilas normais sdo necessarios para melhor elucidar o papel desta via na
maturacdo celular; drogas capazes de bloquear ambos receptores

provavelmente exercerdo um efeito positivo no tratamento nao cirargico da HT.



7 CONCLUSOES




Conclusdes 66

7 CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que as expressoes de CysLTR1 e CysLTR2
sdo mais elevadas nos linfocitos de tonsilas hiperplasicas de criancas néao-
sensibilizadas em relacdo as sensibilizadas aos alérgenos respiratorios,
sugerindo que as alergias respiratérias ndo aparentam ser um fator causal na
génese da HT. Ha& maior expressdo de CysLTR2 em relacdo ao CysLTR1 nas
células estudadas.

As células CD3+ tém maior expressdo de CysLTR1 e CysLTR2 nos
estagios de menor diferenciacao celular, enquanto as células CD19+ tém maior
expressdo dos CysLTRs nos estagios de maior maturidade celular, o que
sugere um papel para tais receptores no processo de divisdo, maturacao e

diferenciacéo celular.
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Anexo A: Carta de aprovacao da Cappesq- projeto original
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Hospital das Clinicas da FMUSP

Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: ANALISE DA EXPRESSAO DOS RECEPTORES 1 E 2 DE LEUCOTRIENOS NA POPULACAO DE
LINFOCITOS B E T EM TONSILAS HIPERPLASICAS DE CRIANCAS: COMPARACAO ENTRE
ALERGICOS E NAG ALERGICOS

Pesquisador Responsdvel: Renata Cantisani di Francesco Versdo: 3

Pesquisador Executante: Bruno Peres Paulucci CAAE: 13737413.9.0000.0068
Finalidade Académica: Doutorado

Orientador: Renata Cantisani di Francesco

Instituicdo: HCFMUSP

Departamento: OFTALMOLOGIA E OTORRINOLARINGOLOGIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Registro on-line: 10492

Nuamero do Parecer: 675.064

Data da Relatoria: 04/06/14

Apresentag¢do do Projeto: Ndo houve altera¢do do projeto. A pesquisadora solicita visibilidade
do parecer 569.182 emitido pelo CEP em 26/03/2014. Nessa data o CEP HCFMUSP aprovou a
inclusdo do Hospital Universitario da USP como coparticipante do projeto de pesquisa acima
referenciado.

Objetivo da Pesquisa: Nio alterado.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios: Ndo alterado.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa: Nio alterado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria: Nada a declarar.
RecomendacBes: A Plataforma Brasil (PB) ainda apresenta alguns problemas operacionais,
assim deve-se procurar as autoridades do Sistema PB.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: A emenda estd aprovada.

Situagdo do Parecer: Aprovado.

Necessita Apreciagdo da CONEP: N3o.

S30 Paulo, 04 de Junho de 2014

Appa praisrron

I

Prof. Dr. Alfredo José Mansur
Coordenador
Comissdo de Etica para Andlise
de Projefos de Pesquisa - CAPPesq

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administracdo - 52 andar
CEP 05403-010 - Sdo Paulo - SP.
5511 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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Anexo B: Carta de aprovacao da Cappesg- emenda
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\ Hospital das Clinicas da FMUSP
b Comissado de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: ANALISE DA EXPRESSAO GENICA E DA DISTRIBUICAO ANATOMICA DOS RECEPTORES 1
E 2 DE LEUCOTRIENOS NA POPULACAO DE LINFOCITOS B E T TONSILARES EM CRIANCAS COM
AUMENTO DAS TONSILAS: COMPARACAO ENTRE ALERGICOS E NAO ALERGICOS

Pesquisador Responsdvel: Renata Cantisani di Francesco Versdo: 1

Pesquisador Executante: Bruno Peres Paulucci CAAE: 40553015.8.0000.0068
Finalidade Acad@mica Doutorado

Orientador: Renata Cantisani di Francesco

Institui¢do: HCFMUSP

Departamento: OFTALMOLOGIA E OTORRINOLARINGOLOGIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Registro on-line: 12988

Numero do Parecer: 951.677

Data da Relatoria: 11/02/2015

Apresentacdo do Projeto: O estudo é uma comparagdo de expressdo génica entre individuos
com diferentes perfis de reagdes alérgicas.

Objetivo da Pesquisa: Comparar individuos com diferentes respostas alérgicas respiratérias
quanto a expressao dos subtipos dos receptores CysLT1R.

Avalia¢do dos Riscos e Beneficios: Os riscos sdo baixos, limitando-se aos incémodos dos testes
de alergia. Ndo hd beneficios diretos.

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa: Embora a pesquisa seja um estudo genético,
sua natureza observacional dispensa apreciacdo pela CONEP o projeto tem condicdes de
execucao e de atingir seus objetivos cientificos.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria: O TCLE é suficientemente claro,
apesar de estar subdividido em vérios textos numerados. As prerrogativas dos participantes
estdo claras e ndo se esperam problemas na aplicagdo do documento.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes: O projeto tem todas as condigbes para ser
aprovado pela comissao.

Situag3o do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP: N3o

ConsideragGes Finais a critério do CEP: Em conformidade com a Resolugdo CNS n? 466/12 —
cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto conforme delineado; b) elaborar e apresentar
relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer momento; d)
manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas individuais e
todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico
participante do projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgdo do projeto ou a ndo publicagdo
dos resultados.

Sdo Paulo, 11 de fevereiro de 2015

%JAAW

Prof. Dr. Alfredo José Mansur
Coordenador
Comissao de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragao - 52 andar
CEP 05403-010 - S30 Paulo - SP.
5511 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | cappesg.adm@hc.fm.usp.br
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Anexo C: Aprovagdes na Plataforma Brasil- Projeto original e emenda

Piiblico ) Pesquisador Al Atterar Meus Dados

— DADOS DA VERSAO DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Andlise da expresséo génica e da distribuig 8o anatbmica dos receptores 1 e 2 de leucotrienos na populat 8o de linfécitos B & T tonsilares em criangas com
aumento das tonsilas: comparagdo entre alérgicos e ndo alérgicos
Pesquisador Responsavel: Renata Cantisani Di Francesco
Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nfio necessita de analise tica por parte da CONEF;)

Versio: 1 oA Ry,
CAAE: 40503015.2 058 _Jg:‘s:é-“-—-m
=

Submetido em: 12012015

Inslilulgfin Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU S P

Situagdo da Verséo do Projeto: Aprovado

Localizagdo atual da Versdo do Projeto: Pesguisador Responsavel

Patrocinador Principal: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAUSP z
FUNDACAO DE AMPARC A PESQUISA DO ESTADO DE SAD PAULO o L

. PlobaPor
@™
-Pesquisadnr--" Alterar Meus Dados

— DADOS DA VERSAO DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Andlise da expressdo dos receptores 1 e 2 de leucotriencs na populag 8o de linfocitos B e T tonsilares em criangas aumento das tonsilas: comparag do entre

alérgicos e ndo alérgic os

Pesquisador Responsavel: Renata Cantisani Di Francesco

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 13737413.9.0000.0068

Submetido em: 24/05/2014

Instituigdo Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU SP

Situagdo da Versao do Projeto: Aprovade

Localizagdo atual da Versao do Projeto: Pesquisador Responsdvel

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAUSP

Comprovante de Recepcdo: | PB_COMPROVANTE_RECEPCAO_340437

Anexo D

Protocolo de extracdo de RNA total de células em suspensao (RNeasy
Mini Kit da Qiagen®)

1- Adicdo de 700 pl de solucdo de RNA-later com B—mercaptoetanol a 1%

2- Homogeneizagao do sedimento

3- Congelacao a -80°C para armazenamento

4- Descongelamento das amostras em temperatura ambiente

5- Homogeneizagcédo em vortex durante 1 min, seguida de homogeneizacdo em
seringa

6- Centrifugacdo em velocidade méaxima por 3 min e transferéncia do
supernadante para novo tubo
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7- Adicao de 700 pl de etanol 70% e homogeneizacao
8- Transferéncia de 700 pl da solugdo para coluna RNeasy spin® e
centrifugacédo por 15s

9- Descarte do residuo

10- Adicdo de 700 pl de tampdo RWI1® em coluna, centrifugado por 15s,
descarte de residuo

11- Adicdo de 500 ul de tampdo RPE® em coluna, centrifugado por 15s,
descarte de residuo

12- Adicdo de 500 ul de tampdo RPE® em coluna, centrifugado por 120s,
descarte de residuo

13- Alocacéao da coluna RNeasy spin® em novo tubo coletor, adicdo de 30ul de
agua livre de RNAse e centrifugacdo por 60s para eluicdo do RNA de
membrana

Anexo E

Protocolo do kit Superscript 11l da Invitrogen® para transcricdo de RNA
em cDNA

1- Adicdo de 1pl de Oligo(dT)20®

2- Adicao de 1ul de dNTP mix®

3- Incubacéo a 65°C por 5 min

4- Incubacdo em gelo por 1 min

5- Adicao de 2ul de tampao 10X RT®

6- Adicao de 4ul de MgClI2 a 25 mM

7- Adicao de 2ul de DTT® a 0.1M

8- Adicao de 1ul de RNAseOUT® (40 U/pul)

9- Adicao de 1ul de SuperScript Il RT® (200 U/ul)
10- Homogeneizacao delicada e centrifugacdo por 15 s
11- Incubacéo a: 50 °C (50min), 85°C (5min) e manutencéo a 0°C
12- Adicéo de 1ul de RNAseH®

13- Incubacéo a: 37°C (20min)

14- Armazenamento a -20°C

Anexo F

Protocolo do kit SYBR® Green PCR Master Mix- Invitrogen® para
amplificacdo de cDNA

1- Adicéo de 25pl de tampao PCR Master Mix®
2- Adicao de 5 yM de Forward Primer

3- Adicao de 5 uM de Reverse Primer

4- Adicao de 5 ul de template
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5- Adicao de agua deionizada para completar 50 pl
6- Ciclagem

Anexo G

Curva logaritmica padréo dos Ct para deteccao de CysLTR1 em RT-qgPCR

Standard Curve
350
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(]
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Taraet: CYSLT1 Slope: -3.218 Ynter: 32.987 oZ. 0.987 Eff%: 104.514 -

Anexo H

Curva logaritmica padréo dos Ct para deteccao de CysLTR2 em RT-gPCR

Standard Curve
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Anexo |

Curva logaritmica padréo dos Ct para deteccao de p-actina em RT-gPCR

Standard Curve
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5 Expression of CysLTR1 and 2 in Maturating Lymphocytes
¢ of Hyperplasic Tonsils Compared to Peripheral Cells
7 in Children

. 1.5 . . s o sk .3
8 Bruno Peres Paulucci.'” Juliana Pereira,” Patricia Picciarelli,
9 Debora Levy. and Renata Cantisani di Francesco'

10

11 Abstract—Cysteinyl-leukotriene receptors 1 and 2 (CysLTR1 and 2) are related to allergic inflammatory
12 responses. Recent studies demonstrated their role in lymphocyte division and maturation in the bone
13 marrow. Few data are available about CysLTRs function in lymphocyte maturation in tonsils. The ob-
14 Jjectives of this study are to compare CysLTRs expression in peripheral blood lymphocytes with expr-
15 ession in maturating lymphocytes of hyperplasic tonsil and to check the mfluence of respiratory allergies
16 in this process. Leukocytes of peripheral blood (PL) and hyperplasic tonsils of children were immuno-
17 stamed for CysLTR1, CysLTR2, CD3 (T cells), and CD19 (B cells) and read in flow cytometer.
18 Lymphocyte of tonsils were divided in differentiating small cells (SC) and mitotic large cells (LC);
19 percentage of B and T cells expressing CysLTRs was determined, and comparison was done using
20 ANOVA and Tukey’s tests. Data were analyzed as a whole and categonize patients according the
21 presence of allergies. Sixty children were enrolled in this study. There was a large expression of
22 CysLTR1 and 2 m CD3+ LC, and such expression decreased progressively in SC and PL. In B cells,
23 the highest expression of CysLTR1 and 2 was found in PL while SC showed the lowest and LC showed
24 the highest expression. This pattem kept unchanged in groups of allergic and non-allergic individuals.
25 CysLTRs seem to be involved in lymphocyte maturation that occurs in tonsils, without influence of
26 allergies. New studies aiming the clinic treatment of tonsil hyperplasia must be targeted to the
5’; development of drugs capable of blocking both CysLTR1 and 2.

30 KEY WORDS: lvmphocvies: leukotriene: allerev: tonsil: maturation.
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Expression of cysteinyl leukotriene receptor1and 2 (CysLTR1and CysLTR2)
in the lymphocytes of hyperplastic tonsils: comparison between allergic and
nonallergic snoring children

Bruno Peres Pauluccal', Jullana Pereira?, Patricla Picciarell®, Debora Levy* and
Renata Cantisani di Francesco'

Background: Cysteinyl leukotriene receptor 1 and 2
(CysLTR1 and CysLTR2) are involved in allergic processes
and play a role in adenotonsillar hyperplasia (AH). Clini-
cally, only CysLTR1 may be blocked by montelukast. Our
objective was to compare the expression of CysLTR1 and
CysLTR2 in the B and T cells of hyperplasic tonsils of
sensitized (SE) and control (NS) snoring children.

Methods: Sixty children, 5 to 10 years of age, referred
for adenctonsillectomy, were divided into SE and NS
groups, according to their responses to the skin-prick test
Cells from the removed tissues were stained for CysLTIR,
CysLT2R, CD1w9, and CD3 and counted via flow cytome-
try. messenger RNA (mRNA) expression of the CysLTR
genes was measured using reverse-transcription quantita-
tive polymerase chain reaction (RT-qPCR).

Results: The SE group showed reduced expression of
the small CD3+/CysLTRi+ lymphocytes (4.6 £ 22 vs 65
% 50; p = 0.04). Regarding the large lymphocytes, the
SE group showed lower expression of CD3+/CysLTR1+
(409 £ 145 vs 476 £ n.7; p = 0.05), CDW+/CysLTR1+
(44.6 £16.9 vs 541 £12.4 p = 0.01), and CD9+/CysLTR2+
(55.3 & 1.3 vs 615 £ 12.6; p = 0.05) lymphocytes. Consid-
ering the total number of lymphocytes, the SE group had
fewer CD3+/CysLTR1+ lymphocytes (n1 £ 55 vs 137 £

6.2; p= 0.04). All other cell populations exhibited reduced
expression in the SE group without statistical significance.
The expression of CysLT2R was significantly higher (p <
0.05) than CysLTIR in most studied cell populations. The
mRNA expression did not show significant differences be-
tween the groups.

Conclusion: The expression of CysLTR is higher in the
lymphocytes of the NS children, and CyslT2R shows
greater expression than CysLTiR. Respiratory allergies do
not appear to be a stimulus for AH occurrence. Newer
drugs capable of blocking both CysLTRs warrant further
study. © 2016 ARS-AAQA, LLC.

Key Words:
cysteinyl leukotriene receptor; lymphocyte; tonsil; dlergy:
hyperplasia
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Dear Dr. Paulucci.

i Congratulations! This is to inform you that the Scientific Program Oral Presentation 'Role of CysLTR1 and 2 in the Maturation of Lymphocytes in Tonsils' submitted to the American Academy of
Otolaryngology—Head and Neck Surgery Foundation for presentation at the 2016 Annual Meeting & OTO EXPOSM in San Diego, CA., has been accepted for presentation.
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Presentation Position within Time Block: 9

In the coming weeks you will receive additional correspondence from us regarding your presentation. As a reminder. registration and housing for the Annual Meeting is now open. All speakers are
required to register and present during their scheduled presentation date and time. please email programs@entnet.org if you have any questions.

We look forward to having you share your expertise and knowledge with our 2016 attendees.
Best regards.
Eben L. Rosenthal, MD

Coordinator, Scientific Program
American Academy of Otolaryngology — Head and Neck Surgery Foundation
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Andlise da expressdo dos receptores 1 e 2 de
leucotrienos na populacdo de linfécitos B e T tonsilares em criancas hiperplasia
adenoamigdaliana: comparacdo entre alérgicos e ndo alérgicos”

2. PESQUISADORA: Profa. Dra. Renata C. Di Francesco
CARGO/ FUNCAO: Médico INSCRICAO NO CONSELHO REGIONAL: 78935

Unidade do HCFMUSP: Divisdo de Otorrinolaringologia- Instituto Central

PESQUISADOR EXECUTANTE: Bruno Peres Paulucci
CARGO/ FUNCAO: Médico INSCRICAO NO CONSELHO REGIONAL: 115994

Unidade do HCFMUSP: Divisdo de Otorrinolaringologia- Instituto Central

3.AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA
RISCO MINIMO ( ) RISCO MEDIO( )

RISCO BAIXO ( X ) RISCO MAIOR ( )

4. DURACAO DA PESQUISA: 24 meses
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HCFMUSP

Sr. Pai/ Responsavel

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

se as doencas alérgicas estao envolvidas no crescimento das amigdalas e da adenoide:

1-

6-

O objetivo do presente estudo é avaliar a quantidade e os tipos de células
imunoldgicas (de defesa) presentes nas amigdalas e adenoide de seu filho.
Células sdo as menores unidades que formam o nosso organismo;

Inicialmente ele serd submetido a um “teste alérgico”, que serve para saber se
seu (a) filho (a) tem alergia a alguma substancia normalmente presente no ar.
Esse teste é feito através de diversas picadas superficiais na pele dos dois
bracos.

Apds o teste alérgico, seu (a) filho (a) serd submetido a cirurgia de
adenoamigdalectomia por apresentar roncos e dificuldade de dormir devido ao
crescimento excessivo das amigdalas e da adenoide, conforme indicacdo dos
médicos da Divisdao de ORL que fizeram o diagnostico e acompanhamento.

A cirurgia sera realizada seguindo a rotina de todas as adenoamigdalectomias
realizadas semanalmente neste hospital; serd feita em centro cirdrgico pelos
médicos otorrinolaringologistas com a crianga sob anestesia geral. As amigdalas
e a adendide removidas sdo normalmente descartadas apds a cirurgia. Pedimos
gue autorize que as amigdalas e a adenoide retiradas de seu filho (a) sejam
encaminhadas para uma avaliagdo em laboratdrio, na qual serd contada a
quantidade e os tipos de células (linfocitos) que elas contém.

Seu filho (a) inicialmente sentird o desconforto relacionado ao teste alérgico. As
pequenas picadas que ele sentird no braco sdo superficiais e causam pequena
dor; ap6s alguns minutos podem causar coceira. Apds o teste, ele sentird o
desconforto relacionado a cirurgia.

A participacdo do seu filho (a) no estudo trard a ele (a) o incbmodo da
realizacdo do teste alérgico, pois esse teste nem sempre é realizado antes da
cirurgias de amigdalas e adendide. No entanto, esse teste nos permitira saber



7-

8-

9-

se seu filho (a) tem alguma alergia respiratdria e quais os principais agentes
dessa alergia.

A analise das amigdalas e adenoide de seu filho ndo lhe trardo um beneficio
direto, porém nos ajudara a determinar o método para pesquisar o motivo pelo
o qual as amigdalas e adenoide aumentam de tamanho em algumas criangas.

Caso seu filho ndo participe do presente estudo, ele seguird normalmente a
rotina de cirurgias no hospital, sem nenhuma interferéncia negativa (punic¢do)
pela ndo-participagao.

Em qualquer etapa do estudo vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dudvidas. 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 endereco Av Dr.
Eneas de Carvalho Aguiar 255- 62 andar. Telefone 11 3069-6288. Se vocé tiver
alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato:
Comité de Etica em Pesquisa (CEP)- Rua Ovidio Pires de Campos, 255- 52 andar-
tel 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20. E-mail cappesq@hcnet.usp.br

10- E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e

deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade do
tratamento de seu filho (a) na instituicdo;

11- As informacgdes obtidas serdo analisadas e nao sera divulgada a identificacao do

paciente. O prontuario médico de seu filho sera consultado.

12-Vocé pode conhecer os resultados parciais da pesquisa ou dados que sejam do

conhecimento dos pesquisadores.

13- Ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,

incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira
relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd
absorvida pelo orcamento da pesquisa.

14- Os pesquisadores utilizardo os dados coletados apenas para pesquisa cientifica.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Andlise da expressdo dos receptores 1 e 2 de
leucotrienos na populacdo de linfécitos B e T tonsilares em criancas hiperplasia

adenoamigdaliana: comparacao entre alérgicos e ndo alérgicos”

Eu discuti com a Dra Renata Cantisani di Francesco e com o Dr. Bruno Peres Paulucci.
sobre a minha decisdo em permitir a participa¢do de meu filho (a) nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais sdo os propodsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em permitir a
participacdo de meu filho (a) neste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido, ou no atendimento de meu filho (a) neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Protocolo de pesquisa

“Andlise da expressao dos receptores 1 e 2 de leucotrienos na populacao de linfécitosBe T em
tonsilas hiperpldsicas de criangas: comparacdo entre alérgicos e ndo alérgicos”

1- IDENTIFICACAO

DATA CONSULTA: ........ Y- A DATANASCIMENTO: ........ Y -
IDADE ATUAL: ( )anos,( )mesesSEXO: .M () F ()

2- AMIGDALITES

Numero de amigdalites bacterianas nos ultimos 24 meses:

3- ANTECEDENTES PESSOAIS RELEVANTES:

4- Pontuagdo no PSQ (abaixo): Ve c e c :

5- EXAME FISICO ategoria ategoria
0-1 1 50-75 7

a) Peso: Kg 1-3 2 75-85 8

b) b)Altura: m 3-5 3 85-95 9

o IMC: Ke/ m’ 5-15 4 95-97 10

d) Intervalo de percentil (tabela OMS): 15-25 5 97-99 1
25-50 6

e) Rinoscopia: cornetos inferiores
( )1-grauO( )2-graul( )3-grau2( )4-grau3( )5-grau4d

f)  Oroscopia: amigdalas
( )1-graul( )2-grau2( )3-grau3( )4-grau4d

g) Otoscopia
() 1-normal( )2-OMS( )3- MT perfurada( )4- MT retraida

6- EXAMES COMPLEMENTARES
a) Radiografia de cavum: razdo A/N: %
b) Nasofibroscopia: adenoide ocluindo rinofaringe em %

c) AUDIOMETRIA TONAL
() Normal bilateral
( )Normala ( )direita ( )esquerda
( ) Gap Unilateral dBa ( )direita ( )esquerda
( ) Gap bilateral: Direita: dB
Esquerda: dB
() Misto



d) IMITANCIOMETRIA
Curva A ) direita ( ) esquerda

(
CurvaB ( )direita ( )esquerda
CurvaC ( )direita ( )esquerda

PSQ

Enquanto dorme, o seu filho...

2
an
o

N&o sabe

Al ... ressona mais de metade do tempo?

A2 ... ressona sempre?

A3 ... ressona alto?

A4 ... tem uma respiracao pesada ou ruidosa?

A5 ... tem dificuldade ou faz um grande esforgo para
respirar?

0 |0|0|0|08

0 10)0|0|0

0 |0]0j0|0

Ja alguma vez...

A6 ... viu o seu filho parar de respirar durante a noite?

O seu filho...

A7 ... tem tendéncia a respirar pela boca durante o dia?

A8 ... acorda de manhd com a boca seca?

A9 ... costuma fazer ocasionalmente xixi na cama?

O seu filho...

B1 ... acorda de manha com muito sono?

B2 ... apresenta sonoléncia durante o dia?

B3 A professora ou outro responsavel comentou que o
seu filho parece sonolento durante o dia?

B4 E dificil acordar o seu filho de manh3?

B5 O seu filho acorda com dores de cabega de manha?

B6 Alguma vez o seu filho parou de crescer ao ritmo
normal desde o nascimento?

B7 O seu filho tem excesso de peso?

O O |00 O 100 {000 |0

O 4 |0(0) O |00 (o0 10

O O |00 O 100 {000 |0

O seu filho...

C1 ... parece ndo ouvir quando estdo a falar diretamente
com ele

C2 ... tem dificuldade em organizar tarefas e atividades

C3 ... é facilmente distraido por estimulos externos

C4 ... Mexe constantemente com as maos e os pés e
remexe-se na cadeira

C5 ... éirrequieto 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)

0|10 0|00 0

0] 0] 0go o

0|0 0|00 0

e) PROCEDIMENTOS INDICADOS

()A2
( ) Timpanotomia

( ) direita

( ) esquerda
( ) Outro:




f)

g)

h)

TESTE CUTANEO

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 incluido:
() ALERGICOS
() NAO-ALERGICOS

DATA DA CIRURGIA: / S

AVALIACAO ANATOMOPATOLOGICA
( ) 1- hiperplasia tecidual
() 2-outro



H) CITOMETRIA DE FLUXO:

Tons. Faringea Tons. Palatina

TONSILAS
vy % do total de células da tonsila
% % células CD3+
3 % de células CD3+ expressando CysLT1R
a % de células CD3+ expressando CysLT2R
% % células CD19+
a % de células CD19+ expressando CysLT1R
© % de células CD19+ expressando CysLT2R
- % do total de células da tonsila
O % células CD3+
% % de células CD3+ expressando CysLT1R
o % de células CD3+ expressando CysLT2R
g % células CD19+
5 % de células CD19+ expressando CysLT1R
% de células CD19+ expressando CysLT2R

% do total de células da tonsila
g % células CD3+
o % de células CD3+ expressando CysLT1R
= % de células CD3+ expressando CysLT2R
g % células CD19+
O % de células CD19+ expressando CysLT1R

% de células CD19+ expressando CysLT2R

SANGUE PERIFERICO
% do total de leucécitos
% 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/B-actina

RNAm CysLT2R/B-actina




