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RESUMO

BALBANI, A.P.S. Acéo do estrégeno e progesterona na mucosa nasal humana:
avaliacdo do transporte mucociliar nasal de sacarina e pesquisa de
receptores hormonais através de método imuno-histoquimico. Sao Paulo,
2001. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo.

Apesar do estudo exaustivo do transporte mucociliar nasal, ainda ha
dados controversos sobre a influéncia direta dos hormdénios sexuais
femininos nesse mecanismo. O presente estudo teve por objetivos: 1. avaliar
o transporte mucociliar nasal de sacarina nos sexos masculino e feminino,
comparando-o nas fases folicular, periovulatéria e lutea de ciclos ovarianos
consecutivos e 2. identificar a expressao e a localizagao dos receptores para
estrogeno e progesterona na mucosa nasal humana em conchas nasais
inferiores de individuos dos sexos masculino e feminino na idade
reprodutiva. O transporte mucociliar nasal de sacarina foi avaliado
prospectivamente em 14 voluntarios ndo fumantes, sem queixas nasais, com
idades entre 15 e 30 anos (7 homens e 7 mulheres, com média de idade
23,5 anos). Nas mulheres, o transporte mucociliar nasal de sacarina foi
medido nas fases folicular, periovulatéria e Iutea durante dois ciclos
ovarianos consecutivos (em cinco casos) ou trés ciclos consecutivos (em
dois casos). Nos homens, o transporte mucociliar nasal de sacarina foi
avaliado em medidas repetidas aleatoriamente trés vezes (em dois casos)
ou seis vezes (em cinco casos). A expressao dos receptores para estrégeno
e progesterona na mucosa nasal humana foi avaliada por método imuno-
histoquimico, de modo retrospectivo, em conchas nasais inferiores
conservadas em formaldeido e fixadas na parafina, arquivadas apés a
cirurgia de turbinectomia parcial da concha inferior a que foram submetidos
20 pacientes da mesma faixa etaria dos voluntarios (10 pacientes do sexo
masculino e 10 do sexo feminino, com idades entre 15 e 33 anos, média de
idade 22,1 anos). Para a imuno-histoquimica utilizaram-se anticorpos
monoclonais de camundongo contra receptores para estrégeno (clone 6F11,
Novocastra) e para progesterona (clone 16, Novocastra) separadamente.
Nao houve diferengas significativas no transporte mucociliar nasal de
sacarina entre as fases folicular, periovulatoria e lutea em ciclos ovarianos
consecutivos, nem entre os sexos (p=0,08). Entretanto, considerando-se
apenas o primeiro ciclo ovariano, o transporte mucociliar nasal de sacarina
foi mais rapido durante a fase folicular (p=0,03). Os receptores para
estrégeno e progesterona foram encontrados no citoplasma das glandulas
serosas da lamina prépria exclusivamente no sexo masculino (6/10 homens
e 3/10 homens respectivamente). Concluindo, o estrégeno e a progesterona
nao influenciaram as medidas repetidas do transporte mucociliar nasal de
sacarina em individuos sem queixas nasais. Contudo, os receptores para
estrogeno e progesterona foram encontrados nas glandulas seromucosas da
ldmina propria no sexo masculino, indicando que ambos os horménios
poderiam agir diretamente sobre a produgdo do muco nasal.



SUMMARY

BALBANI, A.P.S. Estrogen and progesterone influence in human nasal
mucosa: evaluation of nasal saccharin mucociliary transport and
test for hormone receptors with immunohistochemical staining. Sao
Paulo, 2001. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo.

Although nasal mucociliary clearance has been thoroughly studied,
there is controversial evidence that it is directly influenced by female sex
hormones. This study focused on: 1. evaluating saccharin nasal mucociliary
transport in both sexes and during the follicular, periovulatory and luteal
phases of consecutive ovarian cycles, and 2. identifying the expression and
localisation of estrogen and progesterone receptors in human nasal mucosa
from inferior turbinates of patients in reproductive age. Saccharin nasal
mucociliary transport was prospectively evaluated in 14 nonsmoking healthy
volunteers aged 15 to 30 years (7 males and 7 females, mean age 23.5
years) who had no nasal complaints. In females, saccharin nasal mucociliary
transport was measured in the follicular, periovulatory and luteal phases
during two consecutive ovarian cycles (five cases) or three consecutive
cycles (two cases). In males, the saccharin nasal mucociliary transport was
randomly repeated three times (two cases) or six times (five cases). Estrogen
and progesterone receptor expression in human nasal mucosa was
retrospectively assessed by immunohistochemistry in archival, formalin-fixed,
paraffin-embedded inferior nasal conchae from 20 patients submitted to
partial inferior turbinectomy whose ages were matched to their of the
volunteers (10 male and 10 female patients aged 15 to 33 years, mean age
22.1 years). Immunohistochemistry used mouse monoclonal antibodies
against estrogen receptor (6F11 clone, Novocastra) and progesterone
receptor (16 clone, Novocastra) separately. There were no significant
differences in saccharin nasal mucociliary transport among follicular,
periovulatory and luteal phases in consecutive ovarian cycles, nor between
sexes (p=.08). Even though, considering the first ovarian cycle only,
saccharin nasal mucociliary transport was faster during the follicular phase
(p=.03). Estrogen and progesterone receptors were found in the cytoplasm of
serous glands of the lamina propria exclusively in males (6/10 males and
3/10 males respectively). In conclusion, estrogen and progesterone did not
influence repeated measures of saccharin nasal mucociliary transport in
males and females with no nasal complaints. Nevertheless, estrogen and
progesterone receptors were found in seromucous glands of the lamina
propria in males, indicating that both hormones might act directly over nasal
mucus production.
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1. INTRODUCAO

A crencga na relagao entre o nariz e o aparelho reprodutor é antiga. O
“‘Ayurveda”, “Livro do Conhecimento” da Medicina hindu, jd mencionava o
ato sexual como causador da coriza em 800 a.C., e a sociedade indiana da
época punia o crime de adultério com a amputagao nasal (ARMENGOT et
al., 1990a). Na Grécia e em Roma, o nariz era simbolo da masculinidade,
pois se acreditava que fosse diretamente proporcional ao pénis
(STEVENSON; GUTHRIE, 1949). Para um jovem romano, possuir o nariz
avantajado contava pontos para ser escolhido como parceiro sexual e
também no alistamento militar. Aquele tempo, os soldados mais fortes e
valentes chamavam-se “nasuti”. Contudo, assim como aos hindus, aos
adulteros romanos igualmente era aplicada a pena de mutilagdo nasal
(MACKENZIE, 1898).

Ao longo da Histéria, o nariz manteve a conotagao de 6rgao sexual e,
por esse motivo, a interpretacao dos sintomas nasais sofreu distor¢gdes. No
século XIX estava em evidéncia a teoria do “reflexo naso-genital”. FLIESS

(1896) apud BORGHESAN (1931) afirmava que varias mulheres obtinham

alivio da dismenorréia apos a aplicagao de cocaina na concha inferior e na



INTRODUGAO 2

parte cartilaginosa do septo nasal. Essas areas, supostamente capazes de
interagir com os 6rgéos reprodutores, foram designadas “zonas genitais”.
Supunha-se que a mucosa nasal apresentaria variacbes morfofuncionais de
forma reflexa durante o ciclo ovariano e a gestacdo (MACKENZIE, 1898).
Nos meninos, a epistaxe significava o advento da puberdade; nas mulheres,
menstruagao vicariante. Nos homens, via-se o plexo cavernoso das conchas
nasais como coadjuvante na ere¢cao peniana e entendia-se que a obstrugéo
(priapismo) nasal decorria da excitagdo sexual perniciosa (ARMENGOT et
al., 1990a). Para a rinite “da lua-de-mel”, cujos sintomas coincidiam com o
inicio da atividade sexual nas recém-casadas, o tratamento preconizado era
a abstinéncia (SEILER, 1889). A rinorréia observada nas rinites era
denominada “coriza sexual”, atribuida a lascivia e perversdo sexual dos
pacientes (MACKENZIE, 1898).

No comecgo do século XX houve um avancgo na terapéutica da rinite
“da lua-de-mel” e a abstinéncia sexual cedeu lugar aos tonicos de estricnina,
quinino e acido arsénico para amenizar os sintomas das mogas (KYLE,
1916). Mais tarde, o efeito dos esterbides sexuais femininos na mucosa
nasal passou a ser visto de forma estritamente cientifica. Sabe-se que os
contraceptivos orais com altas doses de estrogenos podem provocar
obstrugdo nasal como efeito colateral (SCHREIBER, 1973), aventando-se a
hipotese de uma reacdo de hipersensibilidade imediata a eles (PELIKAN,
1978). Verifica-se que as manifestacbes da rinite alérgica ocorrem mais
rapidamente em animais de experimentacdo com niveis plasmaticos

elevados de 17B-estradiol (BU et al., 1993), possivelmente pelo aumento da
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adesao de eosindfilos ao endotélio vascular (HAMANO et al., 1997) e da
expresséo de receptores H1 da histamina no epitélio nasal (HAMANO et al.,
1998). Por outro lado, ainda ha controvérsia sobre a flutuacdo da congestéo
nasal ao longo do ciclo ovariano. Alguns estudos registram congestdo no
periodo menstrual (BOMPIANI, 1925, ELLEGARD, KARLSSON, 1994),
outros ndo (PAULSSON et al., 1997, HAEGGSTROM et al., 2000). Cerca de
27% das gestantes queixam-se de crises de espirros e 20% tém epistaxe
(ARRARTE et al.,1996), mas a fisiopatologia da rinite gravidica,
caracterizada pela obstrugdo nasal durante o segundo ou terceiro trimestres
que desaparece espontaneamente no puerpério, continua obscura: nao se
encontra 17p-estradiol aumentado nessas pacientes, antes considerado o
responsavel pelo problema (MABRY, 1986, BENDE et al., 1989, ELLEGARD
et al.,, 1998, BENDE; GREDMARK, 1999). No fim do século, a terapia de
reposicdo hormonal no climatério evoluiu para o aerossol nasal de
progesterona (CICINELLI et al., 1994) e 17B-estradiol (STUDD et al.,1999,
MATTSSON et al., 2000, GOMPEL et al., 2000), aparentemente sem induzir
sintomas nasais significativos.

Dentre os multiplos aspectos da influéncia dos horménios sexuais
femininos na mucosa nasal, um merece destaque: o efeito sobre a fisiologia
do transporte mucociliar nasal, importante mecanismo para a defesa das
vias aéreas contra os agentes toxicos e irritantes ambientais (LEOPOLD,
1992, CLARKE; YEATES, 1994, WAGUESPACK, 1995 WANNER et al.,

1996).
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E provavel que os horménios femininos interfiram no transporte
mucociliar nasal. ARMENGOT et al. (1990b) apontam que o transporte de
particulas de carvao vegetal em mulheres sem queixas nasais € mais
rapido na fase periovulatéria, coincidindo com os altos niveis
estrogénicos. Aplicando o método do carvao vegetal em ambos os sexos,
ARMENGQOT et al. (1993) observam que o transporte mucociliar nasal &
mais rapido nas mulheres, mas HELLIN-MESEGUER; MERINO-GALVEZ
(1994) verificam tendéncia oposta. Ja KAO et al. (1994), utilizando
radioisétopo para estudo do transporte mucociliar nasal, ndo encontram
diferenga sexual. Cabe salientar que nao existem dados sobre a influéncia
hormonal na velocidade de transporte mucociliar nasal em humanos no
NosSso meio.

Nao se sabe se as diferencas sexuais eventualmente encontradas no
transporte mucociliar nasal seriam decorrentes da acéo direta do estrogeno
ou da progesterona no epitélio ciliado, nas glandulas produtoras de muco, ou
em ambos. Um dos caminhos para investigar-se qual(is) é(sdo) o(s) alvo(s)
da agdo dos horménios sexuais na mucosa nasal € a procura pelos
receptores para estrogeno (RE) e receptores para progesterona (RP),
moduladores da transcri¢do do codigo genético celular.

WILSON et al. (1986) e SIIVONEN (1994) encontram RE e RP em
pequenas quantidades na mucosa nasal de pacientes com rinite crénica,

mas o método bioquimico, empregado nesses trabalhos, ndo € capaz de
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determinar sua localizagdo. Usando a técnica de imuno-histoquimica®™ com
anticorpos monoclonais contra RE e RP em bidpsias da mucosa de conchas
nasais de mulheres, PAULSSON et al. (1997) obtém resultado negativo nos
oito casos analisados, ao contrario de KROTSCH; RIEDERER (1998), que
localizam RE nas glandulas serosas da lamina prépria e RP na regiao
subepitelial e na lamina propria. Restritos ao sexo feminino, os dois ultimos
estudos nao esclarecem se ha variacdo dos receptores hormonais entre os
sexos. No Brasil, embora exista vasta literatura sobre os aspectos
histolégicos da mucosa das conchas nasais em humanos (BAMBIRRA et al.,
1994, CAMPOS, 1994, RAMOS, 1997, BRAZ, 1998, AUGUSTO et al., 1999),
nao chegou ao nosso conhecimento, até o momento, nenhuma publicagéao
que contemple a pesquisa de receptores para estrogeno e progesterona com
reacdes imuno-histoquimicas.
O presente trabalho tem os seguintes objetivos:

1. avaliar o transporte mucociliar nasal de sacarina em individuos sem

queixas nasais na faixa etaria reprodutiva

1.1. no sexo masculino;

1.2. no sexo feminino, nas fases folicular, periovulatoria e lutea de ciclos

ovarianos consecutivos;

2. avaliar, através de método imuno-histoquimico, a expressdao e a

localizagdo dos receptores para estrogeno e progesterona na mucosa de

conchas nasais inferiores de individuos dos sexos masculino e feminino

na faixa etaria reprodutiva.

* De acordo com: GARNIER, M.; DELAMARE, V. Dicionario de termos técnicos em
Medicina. 20%. ed. S&o Paulo, Andrei Editora Ltda., 1984. p.598.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Para melhor compreensao do assunto, a revisdo de literatura sera
subdividida nos seguintes topicos:
2.1. Transporte mucociliar nasal
2.2. Agado dos hormbnios femininos na mucosa nasal: alteragdes
morfofuncionais

2.3. Receptores para estrogeno e progesterona

2.1. TRANSPORTE MUCOCILIAR NASAL

2.1.1. Aspectos fundamentais

PROCTOR (1983) afirma que o mecanismo de depuragdo mucociliar
nasal é capaz de reter 75 a 90% do material particulado entre 3 e 5um de
diametro presente no ar inalado. O autor sustenta que o transporte
mucociliar no aparelho respiratorio ocorre gragas as propriedades reologicas
do muco (isto é, sua viscoelasticidade), ao batimento ciliar em ondas

metacrénicas e ao acoplamento entre os cilios e o muco. Essas
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caracteristicas dependem da morfologia do epitélio e da lamina prépria. O
epitélio das cavidades nasais é rico em células secretoras (também
denominadas caliciformes), e a lamina propria contém numerosas glandulas
seromucosas.

De acordo com BARANIUK; KALINER (1990), FESTA (1993),
WANNER et al. (1996) e QURAISHI et al. (1998), as células serosas do
epitélio glandular estdo envolvidas na produgdo de glicoproteinas neutras
(fucomucinas) que compdem a fase aquosa do muco respiratério. Por sua
vez, as ceélulas secretoras e mucosas elaboram glicoproteinas acidas
(sialomucinas e sulfomucinas), que formam um fluido espesso. O conjunto
das secrecdoes € o muco que reveste o epitélio ciliado, formado por uma
hipofase sol (fluido periciliar) e uma epifase gel (camada em contato com o
topo dos cilios). A quantidade e a composi¢cao bioquimica do muco sao
essenciais ao mecanismo de transporte mucociliar. Se ha excesso de fluido
periciliar, ocorre desacoplamento da epifase gel dos cilios; se ha
desidratacdo da epifase gel e aumento de seu teor protéico, o aumento de
viscosidade reduz a eficiéncia do batimento ciliar.

BARANIUK; KALINER (1990) apontam que o tecido glandular da
lamina propria tem pequena inervagao simpatica, porém, numerosas fibras
parassimpaticas. A estimulacdo parassimpatica mediada por acetilcolina,
polipeptideo vasoativo intestinal (VIP) e peptideo histidina-metionina (PHM)
aumenta a secrecgao glandular.

WANNER et al. (1996) salientam que o batimento ciliar nas vias

aéreas tem a finalidade unica de transportar o muco. O mecanismo de
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batimento, exaustivamente descrito na literatura, pode ser sintetizado em
duas etapas: batimento efetivo (quando o cilio estd completamente
estendido, promovendo a propulsdo da epifase gel) e batimento de
recuperacao (momento em que retorna a posi¢do inicial, mantendo-se
proximo a superficie celular). O batimento ciliar, em condigbes normais, é
coordenado, resultando numa onda que transporta o muco e as particulas a

ele adsorvidas em dire¢&o a orofaringe, de onde s&o eliminados (Figura 1).

epifase gel

N
‘ \ hipofase sol

ﬁ batimento ciliar
\ efetivo

batimento ciliar
de recuperacgao

célula epitelial

FIGURA 1 — REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DO TRANSPORTE MUCOCILIAR
NASAL

YANG; MACCAFFREY (1996) afirmam que o sistema nervoso
parassimpatico desempenha papel importante na regulacédo do batimento
ciliar. Em explantes de tecido da adendide, verificam que a incubagdo com
metacolina aumenta a frequéncia de batimento através da ligacdo aos

receptores muscarinicos M1 e M3.
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2.1.2. Transporte mucociliar nasal de sacarina em humanos

Nesta secdo nao sera obedecida a apresentacdo da revisdo de
literatura em ordem cronoldgica para facilitar a leitura do texto.

SENENT-SANCHEZ et al. (1990) afirmam que existem duas
alternativas para avaliacdo do transporte mucociliar nasal “in vivo” em
humanos: o uso de particulas insoluveis (resina, teflon, enxofre coloidal,
aluminio, carvao), que podem ou nao ser marcadas por isétopos radioativos,
e 0 uso de tracadores sollveis (substancias coloridas — tinta nanquim e
azul de metileno - ou com sabor caracteristico - sacarina), observando-se
seu deslocamento através da cavidade nasal em direcdo a orofaringe

(Figura 2).

FIGURA 2 - MOVIMENTO DOS TRAGCADORES DESDE A CAVIDADE NASAL ATE A
OROFARINGE PELA ACAO DO TRANSPORTE MUCOCILIAR NASAL

SAKAKURA et al. (1983) salientam que o transporte dos materiais
insoluveis pode refletir somente a taxa de transporte da epifase gel do muco
respiratorio. Créem que é mais confiavel o emprego de materiais soluveis,

que refletem tanto o transporte do fluido periciliar quanto da epifase gel.
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ANDERSEN; PROCTOR (1983), que desenvolveram o teste da
sacarina para a avaliagao do transporte mucociliar nasal na década de 1970,
ressaltam que o método tem a desvantagem de ser subjetivo. Entretanto,
isso pode ser contornado através da aplicacdo de um corante a particula de
sacarina, permitindo ao examinador observar o aparecimento do corante na
faringe nos casos em que ha duvida se o paciente teve a sensagao
gustativa.

SENENT-SANCHEZ et al. (1990) assinalam que a avaliagdo do
transporte mucociliar nasal de sacarina € um bom meio para triagem de
casos suspeitos de discinesia ciliar primaria, embora ndao possa ser tomada
como meétodo diagnostico da doenga. Ressaltam que o teste da sacarina é
seguro para uso na pratica clinica, ao contrario da técnica que emprega
radioisotopos, a qual apresenta risco (ainda que pequeno) de irradiagéo para
as estruturas oculares.

ENGLENDER et al. (1990) consideram normal o transporte mucociliar
nasal da sacarina em até 20 minutos, aceitando como patologica a auséncia
de sensacgao gustativa apos uma hora.

RIZZO (1994), avaliando o transporte mucociliar nasal de sacarina em
nove individuos normais, verificam que o tempo médio decorrido até a
sensacgao de gosto doce € de cinco minutos.

FERGUSON; MABRY (1997) comentam que o transporte mucociliar
nasal da sacarina apresenta boa reprodutibilidade em medidas repetidas no
mesmo individuo, mas pode ter variagdes intra-individuais de até 43%,

enquanto as variagbes no método de particulas radioativas chegam a 74%.
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Consideram normal o tempo de cinco a oito minutos para transporte nasal da
sacarina e assinalam que quando o transporte demora mais de 25 minutos o
achado é sugestivo de doengas que afetam o mecanismo de depuragao
mucociliar (discinesia ciliar primaria e fibrose cistica, por exemplo).

ADDE; ROZOV (1997) ressaltam a facilidade da execugdo das
medidas de transporte mucociliar nasal de sacarina em 238 criancas
normais matriculadas em escolas de S&o Paulo. Observam que o tempo
meédio de transporte de sacarina nessas criancas € de 7,5 minutos,
compativel com os dados da literatura estrangeira. Nessa casuistica, trés
criangas necessitaram ser reavaliadas pelo fato de ndo sentirem o gosto da
sacarina apos 60 minutos de exame. Destas, duas tiveram desempenho
normal num segundo exame, enquanto uma nao teve percepgédo do gosto

doce apds 60 minutos em trés avaliagdes subsequentes.

2.2. ACAO DOS HORMONIOS FEMININOS NA MUCOSA NASAL:

ALTERACOES MORFOFUNCIONAIS

2.2.1. Estudos Experimentais

MORTIMER et al. (1936) descrevem que a mucosa das conchas
nasais de fémeas adultas da espécie Macaca mulatta apresenta-se
hiperemiada e congesta durante a época do acasalamento, quando os niveis
estrogénicos estdo elevados. A injegao de estrona e estriol em macacos pré-

puberes e adultos - machos e fémeas - induz congestdo mucosa
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semelhante, e os autores concluem que os estrogenos tém acédo trofica
sobre o epitélio nasal.

ZANZUCCHI (1937), RODOLFO-MASERA (1940), CLERICI;
PESTALOZZA (1958), LI (1991) e ZHAO et al. (1994) conduzem
experimentos de castragao e reposigao estrogénica em diversas espécies de
mamiferos, observando restituicdo da altura do epitélio nasal em resposta ao
hormonio.

REYNOLDS; FOSTER (1940) verificam, através de técnicas
histoquimicas, aumento do conteudo de acetilcolina na mucosa nasal de
coelhos e gatos fémeas submetidos a ooforectomia e reposigao estrogénica.

HELMI et al. (1975) mostram metaplasia escamosa do epitélio
respiratorio, hiperplasia glandular e congestao vascular na mucosa nasal de
fémeas de porquinhos-da-india que receberam etinilestradiol.

KONNO et al. (1986) demonstram aumento da densidade de
receptores colinérgicos muscarinicos em resposta ao estradiol e redugéo
dos receptores a1 adrenérgicos em resposta a progesterona na mucosa
nasal de porquinhos-da-india machos.

PONTES et al. (1989) observam aumento da populagdo de células
secretoras no epitélio nasal de ratas albinas prenhes.

SALDIVA et al. (1995), considerando que, na fase periovulatoria, o
epitélio ciliado da tuba uterina tem maior freqtiéncia de batimento, facilitando o
transporte do o6vulo, e a rigidez do muco cervical diminui, favorecendo a
migracao dos espermatozodides, presumem que no sexo feminino também o

transporte mucociliar no aparelho respiratério apresente variagdes ao longo do
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ciclo ovariano, ainda que sutis. Em experimento com ratos Wistar adultos, ndo
encontram grandes variagdes da altura do epitélio e do volume glandular entre
0s sexos, nem entre as fases do ciclo estral. Porem, o fendtipo celular no
epitélio e nas glandulas da l&dmina propria varia de acordo com o0s niveis
estrogénicos: nas fémeas em estro (fase do ciclo estral com altos niveis de
estrogenos) ha menos glicoproteinas acidas do que nas fémeas em diestro
(baixos niveis de estrégenos) e nos machos. Nas fémeas em diestro ha menor
densidade de células secretoras de mucinas. Avaliando o transporte mucociliar
nasal “in situ” com particulas de carvao vegetal, observam que os machos tém
transporte mais rapido do que as fémeas e, nas fémeas em estro, a velocidade
de transporte é significativamente maior do que no diestro, aproximando-se da
dos machos. Analisando a reologia do muco nasal, mostram que a secregéo de
fémeas em diestro € mais rigida, o que explica o transporte mucociliar mais
lento. Os autores concluem que, nas fémeas, 0 muco permanece mais tempo
em contato com o epitélio nasal, exercendo um efeito citoprotetor sobre o

mesmo.

2.2.2. Estudos em humanos

SOUTHAM; GONZAGA (1965) relatam que o muco nasal, assim
como o cervical uterino, apresenta cristalizagdo durante a fase folicular do
ciclo ovariano, refletindo a variagdo na sua composigdo bioquimica em

resposta ao estrégeno.
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TOPPOZADA et al. (1981), estudando a mucosa nasal humana por
microscopia eletrbnica de transmissédo e técnicas histoquimicas, n&o
encontram diferengas ultra-estruturais entre os sexos, nem durante o ciclo
menstrual. Todavia, na bidépsia da mucosa nasal de trés mulheres
descrevem grande atividade colinérgica em glandulas e vasos sanguineos.

TOPPOZADA et al. (1982), analisando a mucosa nasal de 30
gestantes, observam aumento do numero de células secretoras epiteliais,
repletas de granulos de secrecgao.

TOPPOZADA et al. (1984) encontram metaplasia escamosa epitelial,
hiperplasia glandular e proliferacdo histiocitica na mucosa nasal
(caracteristicas histologicas observadas na rinite crénica ndo alérgica) em
dez usuarias de contraceptivos orais.

ARMENGOT et al. (1990b) demonstram que o transporte de
particulas de carvao vegetal em nove mulheres sem queixas nasais é mais
rapido na fase periovulatoria. Todavia, deve-se ressaltar que os autores
estudaram um unico ciclo ovariano nessas mulheres e, portanto, o estudo
nao permite concluir se esse achado € ou nao reprodutivel.

HELLIN-MESEGUER; MERINO-GALVEZ (1994) estudam o transporte
mucociliar nasal de particulas de carvao vegetal em 132 individuos sadios
de cinco a 80 anos. Verificam que o tempo de transporte mucociliar nasal no
sexo masculino oscila entre trés e 19 minutos, com média de 9,3 minutos.
No sexo feminino, o tempo de transporte mucociliar nasal das particulas de
carvao também oscila entre trés e 19 minutos, porém com média de 8,7

minutos. Concluem que ndo ha diferenga estatisticamente significativa entre
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os sexos feminino e masculino para o transporte mucociliar nasal das
particulas de carvao.

KAO et al. (1994) avaliam o transporte mucociliar nasal através de
tracador radioativo (tecnécio-99m) em 46 individuos sadios, cujas idades
variam entre 27 e 75 anos. Nao encontram diferenga no transporte
mucociliar nasal entre os sexos feminino e masculino.

Fica a ressalva de que os grupos de estudo de HELLIN-MESEGUER;
MERINO-GALVEZ (1994) e KAO et al. (1994) incluem uma ampla faixa
etaria (cinco a 80 anos e 27 a 75 anos respectivamente), impedindo a
mensuracdo de eventuais diferencas sexuais na idade reprodutiva
especificamente.

HELLIN-MESEGUER et al. (1994) observam que o transporte
mucociliar nasal de particulas de carvao vegetal em 30 gestantes € mais lento
do que no grupo controle, formado por 70 mulheres entre 10 e 60 anos.

ELLEGARD; KARLSSON (2000) registram aumento da velocidade do
transporte mucociliar nasal de sacarina em gestantes com rinite gestacional
em relagdo as gestantes sem queixas nasais. Ressaltam que o aumento de
velocidade do transporte mucociliar nasal nas pacientes com sintoma de
obstrugcdo nasal ndo tem relagdo com as medidas objetivas do fluxo aéreo

nasal através do pico de fluxo (“peak flow”) expiratorio nasal.
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2.3. RECEPTORES PARA ESTROGENO E PARA PROGESTERONA

2.3.1. Aspectos fundamentais

Nesta secdo a revisao de literatura ndo sera apresentada em ordem
cronologica para facilitar o entendimento do texto.

Os receptores para estrogeno (RE) e os receptores para progesterona
(RP) pertencem a superfamilia dos receptores nucleares para fatores de
transcricdo, a qual inclui também os receptores para outros hormdnios
esterdides, hormodnios tireoideanos, vitamina D e retindides (GIANGRANDE;
MACDONNEL, 1999).

O mecanismo geral de acdo dos RE e RP pode ser resumido no
seguinte modelo:

1. Enquanto ndo est&o ligados aos estrogenos ou a progesterona, os
respectivos receptores permanecem inativos. Nessa situacao, os receptores
usualmente n&o interferem com a transcricdo do acido desoxirribonucléico
(DNA) celular.

2. Quanto o estrogeno liga-se aos RE, ou a progesterona aos RP, os
respectivos receptores sofrem mudancas na sua conformacéao, passando de
mondmeros a dimeros.

3. Os dimeros acoplam-se, entdo, a regides especificas do DNA
celular, denominadas elementos de resposta aos estrogenos (ERE) e sitios
AP1 (ambos para estrogeno) ou elementos de resposta a progesterona

(PRE). Essas regides do DNA localizam-se nas proximidades do segmento
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que contém a sequéncia promotora da transcricdo de um gene. A interagao
do conjunto receptor-horménio com o DNA €& um mecanismo complexo,
dependente de fatores co-ativadores (proto-oncogenes, por exemplo) e co-
repressores. Os co-ativadores facilitam a agado dos receptores sobre o DNA
celular, enquanto os co-repressores dificultam-na. O resultado final da
interacdo dos receptores com o DNA é a transcricdo ou ndo de genes
envolvidos na divisdo, diferenciacdo, homeostase e metabolismo celular
(KUREBAYASHI et al., 1997). Por isso, os receptores para estrogeno e
progesterona sao ditos fatores transcricionais (PAECH et al., 1997,
GIANGRANDE; MACDONNEL, 1999, DICKSON; STANCEL, 2000, HAGER
et al., 2000, PAVAO; TRAISH, 2001).

A Figura 3 representa esquematicamente o mecanismo de acao dos RE.

E —u» RE (Mmondémero)
@ + V
citoplasma

/ % RE (dimero) ndcleo

E - estrégeno
RE- Receptor para estrégeno
ERE - elemento de resposta ao estrégeno

FIGURA 3 — REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO MECANISMO DE AGAO CELULAR
DOS RECEPTORES PARA ESTROGENO
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A proteina dos receptores para estrogeno (RE) é identificada na
década de 1960 (BROWN, 1994).

Em 1995, através da técnica de clonagem do acido
desoxirribonucléico complementar (DNAc) dos RE, descobre-se que existem
na realidade duas variantes de receptores de alta afinidade e especificidade
para estrogenos em humanos. Essas variantes (ou isoformas) dos RE s&o
denominadas REa e REB. Elas sao codificadas por genes diferentes (o gene
dos REa foi mapeado no brago longo do cromossomo 6 e o do REf, no
braco curto do cromossomo 14) e possuem diferengas também na
sequéncia de aminoacidos (PAVAO; TRAISH, 2001).

A proteina dos receptores para progesterona (RP) é identificada em
1970, e seu DNAc, sequenciado em 1987 (BOUCHARD, 1999). Atualmente,
sabe-se que também os RP apresentam duas isoformas, chamadas RP-A e
RP-B (CONNEELY; LYDON, 2000). Ambas as isoformas sdo codificadas
pelo mesmo gene, porém a transcrigdo genética € modulada pelos RE,
podendo gerar RP-A e RP-B em diferentes proporgbes ao longo do ciclo
ovariano (GIANGRANDE; MACDONNEL, 1999).

A existéncia das isoformas dos receptores para estrogeno e
progesterona tem um significado fisioldgico importantissimo. Esse fenbmeno
possibilita a acédo seletiva de cada hormdnio nos diferentes tecidos, ja que a
expressdo de REa/REB e RP-A/RP-B é variavel de um tecido para outro
(BOUCHARD, 1999). O REa, por exemplo, € encontrado principalmente nos
orgaos envolvidos na reprodugédo (utero, vagina e mama), enquanto o REJ &

expresso em maior quantidade no sistema nervoso central, sistemas
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cardiovascular e imunoldgico, trato urogenital, aparelho digestivo e pulmao
(BRANDENBERGER et al., 1997, KUIPER et al.,1997).

A expressdo dos receptores para estrogeno e progesterona é
regulada pelos préprios niveis hormonais. A progesterona induz redugéo
numérica (“down-regulation”) dos préprios receptores, bem como dos RE,
além de antagonizar a ag&o estrogénica em nivel molecular. Por outro lado,
0 estrégeno estimula a expressdo dos RP, o que, em conjunto, promove
equilibrio entre os efeitos dos estrogenos e da progesterona em todo o

organismo (BOUCHARD, 1999).

2.3.2. Receptores para estrégeno e progesterona na mucosa nasal

humana

WILSON et al. (1986), usando meétodo bioquimico, analisam a
presenca de receptores para estrogeno e progesterona na mucosa nasal de
27 mulheres e 11 homens submetidos a turbinectomia parcial da concha
nasal inferior. Encontram apenas tragos de RE em metade das mulheres e
dos homens. No sexo feminino, detectam RP em 18% dos casos. No sexo
masculino, ndo encontram RP.

SIIVONEN (1994), também através de estudo bioquimico, encontra
RE e RP em pequenas quantidades na mucosa nasal de pacientes com
rinite crénica.

Vale notar que o método bioquimico, empregado nesses dois trabalhos,

nao € capaz de determinar a localizagao dos receptores hormonais.
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PAULSSON et al. (1997) aplicam a técnica de imuno-histoquimica
com anticorpos monoclonais contra RE e RP em bidpsias de mucosa da
concha nasal inferior de oito mulheres. Nao observam reacio positiva em
nenhum caso.

KROTSCH; RIEDERER (1998), também utilizando o método imuno-
histoquimico com anticorpos monoclonais contra os receptores hormonais
em biopsia da concha nasal inferior de 40 mulheres, localizam RE
citoplasmaticos nas glandulas serosas da lamina proépria e feixes nervosos e
RP intranucleares na regido subepitelial e no tecido conjuntivo das glandulas
seromucosas da lamina prépria. Entretanto, ndo fornecem detalhes sobre o

numero de l&minas positivas para cada reacao (RE e RP).
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3. CASUISTICA E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise
de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (processo numero 133/98) e realizado em
obediéncia as normas éticas da Instituicdo. Todos os participantes (ou seus
responsaveis legais, nos casos de menores de 18 anos) forneceram
consentimento livre e esclarecido por escrito.

O trabalho foi concebido de forma a subdividir-se em duas linhas de
pesquisa:

1. avaliagdo do transporte mucociliar nasal de sacarina (estudo prospectivo
realizado no periodo de 08/01 a 27/04/2001);

2. pesquisa dos receptores para estrégeno e progesterona na mucosa de
conchas nasais inferiores (estudo retrospectivo envolvendo os pacientes
submetidos a cirurgia de turbinectomia parcial da concha nasal inferior no

periodo de 17/09/1999 a 23/05/2000).
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3.1. CASUISTICA

Foram estudados 34 individuos no total, divididos em dois grupos:
Grupo A: destinado a avaliagao do transporte mucociliar nasal de sacarina.
Grupo B: destinado a pesquisa dos receptores para estrégeno e
progesterona na mucosa de conchas nasais inferiores.

Foram considerados critérios de inclusdo para ambos 0s grupos:
1. individuo em idade reprodutiva (entre 15 e 35 anos);

2. individuo com indice de massa corpoérea (IMC) menor ou igual a 25,

calculado pela férmula™
IMC = peso (kg) + altura % (m)

Além dos critérios anteriores, no Grupo A exigiu-se também:

1. que os individuos nao tivessem sintomas nasais (obstrugdo, coriza,
prurido ou espirros);

2. que os individuos nao tivessem queixas gustativas, para aumentar a
fidedignidade da avaliagédo do transporte mucociliar nasal de sacarina;

3. que seu exame fisico otorrinolaringolégico (otoscopia, endoscopia nasal
rigida e orofaringoscopia) fosse normal,

4. no sexo feminino: ciclos menstruais regulares nos ultimos seis meses,
com durag&o maior ou igual a 23 dias, para reduzir-se a probabilidade de

0s ciclos serem anovulatorios.

Foram considerados critérios de exclusédo para ambos os Grupos:

*A conversio periférica da testosterona em 17-B estradiol pela enzima aromatase nos
adipdcitos em individuos obesos (indice de massa corpoérea superior a 30) pode elevar os
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1. antecedente de neoplasia nasossinusal ou do aparelho reprodutor;

2. quadro de rinossinusite infecciosa;

3. hormonioterapia para tratamento de quaisquer neoplasias ou doengas
endocrinas.

Além dos critérios anteriores, no Grupo B também foram excluidas
pacientes do sexo feminino que estivessem utilizando contraceptivo oral com
altas doses de estrogenos/progesterona ou contraceptivo injetavel.

Obedecendo-se aos critérios de inclusao e exclusdo, os grupos de

estudo ficaram assim constituidos:

3.1.1. Grupo A

Compobs-se de 14 voluntarios sem queixas nasais, nao fumantes.
Todos eram da raga branca, e suas idades variaram de 15 a 30 anos, com
média de 23,5 anos e desvio-padrao de 4,8 anos. Sete individuos eram do
sexo feminino, cujas idades variaram de 15 a 30 anos, com média de 22,4
anos e desvio-padrao de 5,7 anos. Sete voluntarios eram do sexo masculino,
cujas idades variaram de 20 a 30 anos, com média de 24,7 anos e desvio-

padrao de 3,8 anos (Anexo A).

niveis estrogénicos e induzir alteragdo no niumero de receptores para estrégeno (DRAGO et
al., 1982, CLELAND et al., 1985 e LONGCOPE et al., 1986).
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3.1.2. Grupo B

Constituiu-se de 20 pacientes submetidos a cirurgia de
turbinectomia parcial da concha inferior para tratamento da obstrugcao nasal
(cirurgia realizada de acordo com a técnica descrita por MISSAKA, 1972,
ELWANY; HARRISON, 1990). As cirurgias realizadas nesses pacientes
consistiram em: turbinectomia parcial da concha inferior associada a
septoplastia pela técnica de Cottle em 13 casos; turbinectomia parcial da
concha inferior associada a rinosseptoplastia em trés casos; turbinectomia
parcial da concha inferior associada a septoplastia e adenoidectomia em trés
casos e turbinectomia parcial da concha inferior associada a septoplastia e
estreitamento da columela em um caso (Anexo B).

Dezoito pacientes eram acompanhados no ambulatério da Divisao de
Clinica Otorrinolaringoldégica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo e foram operados nesta Institui¢ao.
Dois pacientes (GP1 e GP2) foram acompanhados e operados em clinica
privada. Todos eram da raca branca e suas idades variaram de 15 a 33
anos, com média de 22,1 anos e desvio-padrao de 5,2 anos. Dez pacientes
eram do sexo masculino, cujas idades variaram de 15 a 33 anos, com média
de 20,8 anos e desvio-padrao de 5,7 anos. Dez pacientes eram do sexo
feminino, cujas idades variaram de 18 a 32 anos, com média de 23,5 anos e
desvio-padrao de 4,5 anos. Dois pacientes do sexo masculino (GP1 e GP2)

eram gémeos monozigoticos (Anexo C).
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Salientamos que ndo foi realizada bidpsia do tecido nasal para a
pesquisa de receptores hormonais nos voluntarios sadios para ndo submeté-
los aos riscos desse procedimento invasivo. Preferimos utilizar para a pesquisa
dos receptores hormonais a mucosa nasal de pacientes operados para
turbinectomia parcial da concha inferior, com o cuidado de selecionar pacientes
nao obesos, cuja faixa etaria foi igual a dos voluntarios, dos quais apenas uma
era fumante. Por outro lado, ndo se cogitou realizar as medidas de transporte
mucociliar nasal de sacarina nos pacientes submetidos a turbinectomia parcial
da concha inferior porque, nesses individuos, fatores como desvio de septo
nasal, hipertrofia da adendide e hipertrofia da concha nasal inferior (no pré-
operatorio), ou formacgao de sinéquias nas cavidades nasais e crises de rinite
(no pos-operatério) sabidamente reduzem a velocidade de transporte
mucociliar nasal’.

A Figura 4 ilustra a distribuigdo dos grupos de estudo.

AVALIACAO DO PESQUISA DOS
RECEPTORES PARA
TRANSPORTE C
MUCOCILIAR NASAL DE ESTROGENO E
SACARINA PROGESTERONA NA
MUCOSA NASAL
GRUPO A GRUPO B
Voluntarios Pacientes
n=14 n=20
Sexo Sexo Sexo Sexo
Masculino  Feminino Masculino Feminino
n=7 n=7 n=10 n=10

FIGURA 4 - DISTRIBUICAO DOS GRUPOS DE ESTUDO

"De acordo com: ENGLENDER et al. (1990), PASSALI et al. (1995), MOCELLIN et al.
(1998) e PASSALI et al. (1999).
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3.2. METODOS

3.2.1. Avaliagéo do transporte mucociliar nasal de sacarina

Os dados antropométricos de peso e altura necessarios ao calculo do
IMC foram obtidos diretamente de cada um dos participantes do Grupo A.

As medidas do transporte mucociliar nasal de sacarina foram feitas
sempre pela mesma examinadora, em condi¢des constantes de temperatura
(20 a 25°C) e umidade do ambiente (umidade relativa do ar maior que 30%).
Nenhum dos participantes apresentou sintomas ou sinais de infecgao das
vias aéreas (coriza, tosse, obstrugcao nasal ou espirros) durante o periodo
em que se realizaram as medidas.

As medidas do transporte mucociliar nasal de sacarina foram
realizadas da seguinte forma:

Para os participantes do sexo masculino: em datas diferentes, escolhidas
de forma aleatéria, perfazendo um total de seis medidas em cinco individuos
e trés medidas em dois individuos.

Para os participantes do sexo feminino: em datas diferentes, distribuidas
nas trés fases do ciclo ovariano. As medidas da fase folicular foram feitas
entre o 1° e 4° dia do ciclo; as da fase periovulatéria, entre o 13° e 16° dia
e as da fase lutea, entre o 23° e 27° dia do ciclo. Foram estudados dois
ciclos ovarianos consecutivos em cinco mulheres e trés ciclos ovarianos

consecutivos em duas mulheres.
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Os participantes foram orientados a nao ingerir alimentos adogados
natural ou artificialmente nos 30 minutos que antecederam as medidas do
transporte mucociliar da sacarina. As medidas em cada voluntario foram
realizadas sempre na mesma cavidade nasal (ou sempre direita ou sempre
esquerda) ja que, segundo a literatura consultada, é irrelevante a diferenga
de velocidade do transporte mucociliar nasal entre as duas cavidades de um
mesmo individuo sem queixas nasais, ndo havendo necessidade de medir-
se-lhe o transporte mucociliar nasal em ambas as cavidades”.

Todas as medidas foram feitas de acordo com a técnica descrita na
literatura (CANCIANI et al., 1988, SENENT-SANCHEZ et al., 1990, ADDE;
ROzZOV, 1997, MOCELLIN et al., 1998). Sob visao direta, depositou-se uma
particula de 1Tmm de sacarina sédica colorida com azul de metileno sobre a
mucosa da face medial da concha nasal inferior, a um centimetro da cabeca
da concha, iniciando-se a cronometragem.

Solicitou-se aos participantes do estudo que mantivessem a cabeca
imovel, ndo aspirando nem assoando a secre¢ao nasal durante o exame. Caso
espirrassem, a medida seria invalidada. Os participantes foram instruidos a
deglutir a intervalos regulares, informando a examinadora 0 momento em que
sentiram gosto doce na faringe. Caso houvesse duvida quanto a percepgao
gustativa, a orofaringe seria examinada a procura de coloragao azul.

O tempo registrado pelo crondmetro (crondmetro digital Balance

Starlight) foi anotado em minutos.

*De acordo com: KAO et al., 1994.
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3.2.2. Pesquisa dos receptores para estrogeno e progesterona na

mucosa nasal humana

Os dados clinicos e antropométricos dos pacientes do Grupo B foram
obtidos dos registros nos respectivos prontuarios e posteriormente
confirmados junto aos mesmos. Também foram anotadas num questionario
padronizado as informagdes sobre habito tabagico para todos os individuos,
além de idade da menarca e uso de contraceptivos orais por ocasiao do
procedimento cirurgico para as pacientes do sexo feminino. Os diagndsticos
pré-operatorios e procedimentos realizados nas cirurgias foram transcritos
dos prontuarios.

As conchas nasais inferiores removidas no ato cirurgico foram
conservadas em solucdo de formaldeido a 10% tamponado até seu
processamento em blocos de parafina para cortes com coloragdo pela
hematoxilina-eosina para microscopia de luz.

Os blocos de parafina foram, entdo, novamente cortados,
confeccionando-se duas laminas com 3um de espessura preparadas com o
adesivo 3-aminopropiltrietoxisilane (Sigma Pharmaceuticals) para cada caso,
destinadas a pesquisa de RE e RP separadamente.

Utilizou-se para a pesquisa dos receptores para estrégeno e para
progesterona a técnica da imunoperoxidase (de acordo com descri¢cdes
prévias de TAYLOR et al., 1981, ALBERTS et al., 1996, GRASEL, 1997,
LEIMOLA-VIRTANEN et al., 2000, NEWMAN et al., 2000, SUMIYOSHI et al,

2001), realizada no Laboratorio de Imuno-histoquimica do Departamento de
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Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. As

ldminas foram submetidas aos seguintes procedimentos:

1. Desparafinizagéo pela agéo do xilol a quente por 20 minutos, seguida de
trés banhos de xilol a frio;

2 Hidratag&do com alcoois (absoluto, 95° e 70%) e enxaglie em agua corrente
e agua destilada.

3. Bloqueio da atividade da peroxidase endégena com 10 banhos de peréxido
de hidrogénio 10 volumes com duragéo de quatro minutos cada um.

4. Enxague em agua corrente e agua destilada.

5. Enxague em solugdo salina tamponada (PBS - salina tamponada
fosfatada ou “phosphate-buffered saline”) na concentragao 0,1M/I, em pH
7,2-7,4.

6. Recuperagdo antigénica com solugdo de citrato em pH 6.0 em alta
temperatura (na panela de presséo por 1 minuto e 30 segundos).

7. Enxagle em PBS.

8. Aplicagao dos anticorpos primarios contra os receptores para estrégeno e
receptores para progesterona humanos, diluidos em soroalbumina bovina
(BSA), com incubagdo em cémara umida por 12-18 horas. Para isso,
foram usados anticorpos monoclonais de camundongo contra RE (clone
6F11, cdédigo D115145) na titulagdo 1:60 e RP (clone 16, codigo
D131203) na titulagdo 1:250) para reagdes em tecidos fixados na parafina
(Novocastra).

9. Enxague em PBS.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Aplicagédo do anticorpo secundario (ou de ligagdo) anti-imunoglobulina G
de camundongo do “kit” LSAB Plus — “labeled streptavidin-biotin
complex” - (DAKO Corporation) a 37°C por 30 minutos.

Enxague em PBS.

Incubagdo do complexo streptavidina-peroxidase do “kit” LSAB Plus
(DAKO Corporation) a 37°C por 30 minutos.

Enxague em PBS.

Aplicagdo da solugdo cromoégena: 50mg de 3,3-tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina (DAB) (Sigma Pharmaceuticals) diluidos em 100ml de
PBS e 4ml de peroxido de hidrogénio 10 volumes, com revelagéo por
trés minutos.

Enxagle em agua corrente, contra-coloragdo pela hematoxilina de Harris
por 30 segundos, desidratagdo em &lcoois (70%,95° e absoluto) e
diafanizagcado com trés banhos de xilol.

Montagem com laminula e resina sintética para microscopia de luz.

Os controles positivos para os receptores para estrogeno e

progesterona foram obtidos de pacientes com carcinoma ductal de mama.

Os controles positivos foram submetidos as reagdes imuno-histoquimicas

simultaneamente ao tecido nasal em estudo. Ambos os controles (RE e RP)

exibiam coloragdo granular acastanhada em depdsitos no compartimento

celular onde havia ocorrido a ligacdo do antigeno com o anticorpo primario

(nucleos celulares).
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As laminas de mucosa das conchas nasais inferiores foram
examinadas em microscopia de luz sempre pela mesma médica patologista,
analisando-se a presenca de granulagdo acastanhada semelhante a dos
controles positivos, bem como sua distribuicdo nas células da mucosa.
Adotou-se o critério qualitativo para analise dos resultados da reagdo imuno-

histoquimica no tecido nasal (coloragdo positiva ou negativa).

3.3. ANALISE ESTATISTICA

O tempo de transporte mucociliar nasal da sacarina (em valor
absoluto) foi submetido a analise de variancia (ANOVA) para medidas
repetidas. Foram consideradas as variaveis sexo e fase do ciclo ovariano
(folicular, periovulatéria ou lutea), analisadas pelo teste de Friedman. Para
tanto, utilizou-se o programa de computador “Statistical Package for Social
Science” versao 6.0 (“SPSS for Windows”).

Foi adotado o nivel de significancia de 5% (p< 0,05) na interpretacao

dos resultados.
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4. RESULTADOS

4.1. AVALIACAO DO TRANSPORTE MUCOCILIAR NASAL DE

SACARINA

O tempo de transporte mucociliar nasal de sacarina verificado no
Grupo de Estudo A variou entre 2 e 26 minutos, ndo se registrando nenhum
caso em que o individuo ndo sentisse o gosto do adogante. O tempo meédio
de transporte mucociliar nasal de sacarina nos individuos de ambos os
sexos foi de 9,3 minutos com desvio-padréao de 5,4 minutos.

O tempo decorrido para o transporte mucociliar nasal da sacarina no
sexo feminino ao longo dos ciclos ovarianos estudados esta representado na

Tabela 1.
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TABELA 1 — TRANSPORTE MUCOCILIAR NASAL DA SACARINA NO SEXO FEMININO
(EM MINUTOS) NOS CICLOS OVARIANOS ESTUDADOS

INDIVIDUO F1 PO1 L1 F2 PO2 L2 F3 PO3 L3

(iniciais) (min) (min) (min) (min) (min) (min) (min) (min) (min)
AS 3 5 6 7 4 11 12 10 17
TS 3 7 19 8 4 6 15 14 14
RGS 4 6 5 7 19 5 - - -
CCA 5 13 8 20 13 18 - - -
NMF 3 11 8 12 7 8 - - -
PGO 6 7 7 8 11 9 - - -
ADP 7 6 7 7 7 9 - - -

NOTA: F1: fase folicular do primeiro ciclo ovariano
F2: fase folicular do segundo ciclo ovariano
F3: fase folicular do terceiro ciclo ovariano
PO1: fase periovulatéria do primeiro ciclo ovariano
PO2: fase periovulatéria do segundo ciclo ovariano
PO3: fase periovulatéria do terceiro ciclo ovariano
L1: fase lutea do primeiro ciclo ovariano
L2: fase lutea do segundo ciclo ovariano
L3: fase lutea do terceiro ciclo ovariano
min: minutos
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A dispersédo das medidas do transporte mucociliar nasal de sacarina

obtidas para cada individuo do sexo feminino é representada no Grafico 1.

GRAFICO 1 - DISPERSAO DAS MEDIDAS DO TRANSPORTE MUCOCILIAR NASAL DE
SACARINA (EM MINUTOS) NO SEXO FEMININO
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NOTA: F1: fase folicular do primeiro ciclo ovariano
F2: fase folicular do segundo ciclo ovariano
F3: fase folicular do terceiro ciclo ovariano
PO1: fase periovulatéria do primeiro ciclo ovariano
PO2: fase periovulatéria do segundo ciclo ovariano
PO3: fase periovulatéria do terceiro ciclo ovariano
L1: fase lutea do primeiro ciclo ovariano
L2: fase lutea do segundo ciclo ovariano
L3: fase lutea do terceiro ciclo ovariano
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As médias e os respectivos intervalos de confianga do tempo de
transporte mucociliar nasal de sacarina nas fases dos ciclos ovarianos

encontram-se na Tabela 2.

TABELA2 - MEDIAS E DESVIO-PADRAO DAS MEDIDAS DO TRANSPORTE
MUCOCILIAR NASAL DE SACARINA (EM MINUTOS) NO SEXO FEMININO

F1 PO1 L1 F2 PO2 L2 F3 PO3 L3

Média (min) 44 7.8 8,5 9,8 9,2 9,4 23,5 12 15,5
Desvio-padréo 1,6 29 47 4,8 54 4,2 21 2,8 2,1
Numero de 7 7 7 7 7 7 2 2 2

individuos

NOTA: F1: fase folicular do primeiro ciclo ovariano
F2: fase folicular do segundo ciclo ovariano
F3: fase folicular do terceiro ciclo ovariano
PO1: fase periovulatéria do primeiro ciclo ovariano
PO2: fase periovulatéria do segundo ciclo ovariano
PO3: fase periovulatéria do terceiro ciclo ovariano
L1: fase lutea do primeiro ciclo ovariano
L2: fase lutea do segundo ciclo ovariano
L3: fase lutea do terceiro ciclo ovariano
min: minutos
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A analise estatistica, verificou-se que, entre as mulheres, a velocidade
de transporte mucociliar nasal da sacarina foi significativamente maior na
fase folicular apenas no primeiro ciclo ovariano estudado (p=0,03). No
segundo e terceiro ciclos ovarianos estudados n&o houve diferencas
significativas do ponto de vista estatistico (p=0,05 e p=0,53 respectivamente)
entre as fases folicular, periovulatéria e lutea.

O Grafico 2 representa as médias e os intervalos de confianga para o
transporte mucociliar nasal de sacarina ao longo do primeiro ciclo ovariano

analisado no sexo feminino.

GRAFICO 2 - MEDIDAS DO TRANSPORTE MUCOCILIAR DE SACARINA (EM
MINUTOS) NAS TRES FASES DO PRIMEIRO CICLO OVARIANO: MEDIA
E INTERVALO DE CONFIANCA NO SEXO FEMININO
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O tempo decorrido para o transporte mucociliar nasal da sacarina no
sexo masculino esta representado na Tabela 3. A dispersdo das medidas

obtidas para cada individuo do sexo masculino € representada no Grafico 3.

TABELA 3— TRANSPORTE MUCOCILIAR NASAL DE SACARINA NO SEXO MASCULINO
(EM MINUTOS)

INDIVIDUO 12 2° 3 42 5% 6%
(iniciais) (min) (min) (min) (min) (min) (min)
MAR 2 3 4 2 3 5
AGS 3 7 4 12 9 16
VP 6 10 26 17 9 10
MS 9 14 5 6 7 7
LSCF 15 12 11 22 2 22
AF 9 5 8 - - -
FH 20 22 17 - - -

NOTA: 1% 4 6®. medidas do transporte mucociliar nasal da sacarina

min: minutos

GRAFICO 3 - DISPERSAO DAS MEDIDAS DO TRANSPORTE MUCOCILIAR DE
SACARINA (EM MINUTOS) NO SEXO MASCULINO
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O tempo médio de transporte mucociliar nasal de sacarina no sexo
masculino foi de 10 minutos, com desvio-padrao de 6,6 minutos.

A anélise estatistica, ndo houve diferencas significativas entre as trés
primeiras medidas do transporte mucociliar nasal da sacarina, realizadas em
todos os individuos do sexo masculino (p>0,05). O Grafico 4 ilustra essas

medidas, com suas médias e intervalos de confianga.

GRAFICO 4 - TRES PRIMEIRAS MEDIDAS DO TRANSPORTE MUCOCILIAR DA
SACARINA (EM MINUTOS) NO SEXO MASCULINO: MEDIAS E
INTERVALOS DE CONFIANCA
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Considerando-se as medidas em ambos os sexos, houve tendéncia
de transporte mais rapido na fase folicular do primeiro ciclo ovariano quando
estudado em relacdo as demais fases do ciclo e as medidas no sexo

masculino, porém nao significativa a analise estatistica (p=0,08).
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4.2, PESQUISA DOS RECEPTORES PARA ESTROGENO E
PROGESTERONA NA MUCOSA NASAL HUMANA

As Figuras 5 e 6 mostram, respectivamente, as laminas de carcinoma
ductal de mama utilizadas como controles positivos da reagdo imuno-

histoquimica para receptores para estrogeno e progesterona.

; Sl A7 s
FIGURA5— LAMINA DE CARCINOMA DUCTAL DE MAMA UTILIZADA COMO
CONTROLE POSITIVO DA REAGAO IMUNO-HISTOQUIMICA COM
ANTICORPOS  MONOCLONAIS CONTRA  RECEPTORES PARA
ESTROGENO (AUMENTO DE 200 VEZES).

FIGURA6 - LAMINA DE CARCINOMA DUCTAL DE MAMA UTILIZADA COMO
CONTROLE POSITIVO DA REAGAO IMUNO-HISTOQUIMICA COM
ANTICORPOS MONOCLONAIS CONTRA  RECEPTORES PARA
PROGESTERONA (AUMENTO DE 200 VEZES).
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Nas laminas de conchas nasais inferiores submetidas as reacdes
imuno-histoquimicas com anticorpos monoclonais contra receptores para
estrogeno e receptores para progesterona observou-se que:

1. ndo houve expressdo de RE nem RP nas conchas nasais de pacientes do
sexo feminino;

2. houve expressdo de RE e RP em conchas nasais de pacientes do sexo
masculino.

Nos pacientes do sexo masculino, verificou-se a presenca de RE em
grande quantidade no citoplasma celular nas glandulas seromucosas da
lamina prépria em seis casos (60%). A reagdao para RP (também
intracitoplasmaticos nas glandulas seromucosas) foi fracamente positiva em
trés individuos (30%). Em trés casos (30%) a pesquisa de ambos os
receptores foi positiva. Os achados a pesquisa de RE e RP na mucosa nasal
humana através da técnica imuno-histoquimica encontram-se sumarizados
na Tabela 4.

Nao foram encontrados RE nem RP no epitélio ciliado e nos vasos
sanguineos.

TABELA 4 — RECEPTORES PARA ESTROGENO E PROGESTERONA NAS CONCHAS

NASAIS DE PACIENTES DO SEXO MASCULINO SUBMETIDOS A
TURBINECTOMIA PARCIAL DA CONCHA INFERIOR

INDIVIDUO INICIAIS RECEPTORES PARA  RECEPTORES PARA
NUMERO ESTROGENO PROGESTERONA

11 LCS - -
12 RVP - -
13 AMS - -
14 RPA + -
15 ASS + -
16 ELFE + +
17 PRS - -
18 MSO +

19 GP(1)* + +
20 GP(2)* + +

NOTA: * gémeos monozigoticos
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As Figuras 7 e 8 ilustram, respectivamente, os achados de reagdes
imuno-histoquimicas positivas para RE e RP na mucosa da concha nasal

inferior de individuo do sexo masculino (GP1).

PR B
FIGURA 7 — LAMINA DE MUCOSA DA CONCHA NASAL INFERIOR DE PACIENTE DO
SEXO MASCULINO EXIBINDO REAGAO IMUNO-HISTOQUIMICA POSITIVA
PARA RECEPTORES PARA ESTROGENO NAS GLANDULAS
SEROMUCOSAS DA LAMINA PROPRIA (AUMENTO DE 200 VEZES).

FIGURA 8 — LAMINA DE MUCOSA DA CONCHA NASAL INFERIOR DE PACIENTE DO
SEXO MASCULINO EXIBINDO REACAO IMUNO-HISTOQUIMICA POSITIVA
PARA RECEPTORES PARA PROGESTERONA NAS GLANDULAS
SEROMUCOSAS DA LAMINA PROPRIA (AUMENTO DE 100 VEZES).
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5. DISCUSSAO

5.1. AVALIACAO DO TRANSPORTE MUCOCILIAR NASAL DE

SACARINA

Empregamos neste estudo o método do transporte mucociliar nasal
de sacarina em virtude de 0 mesmo ser largamente usado na pratica clinica
para avaliacdo do transporte mucociliar nasal desde 1970, ndo invasivo,
atoxico, de facil realizagcédo e baixo custo. Descartamos a hipétese de utilizar
isétopos radioativos para a avaliagcdo do transporte mucociliar nasal, dada a
necessidade de realizar medidas repetidas nos individuos participantes do
estudo, o que implicaria em maior risco potencial de lesdo das estruturas
oculares pela radiagao.

Consideramos confiaveis os resultados obtidos na avaliagdo do
transporte mucociliar nasal de sacarina em nossa casuistica. Por precaucao,
conforme a técnica sugerida por ANDERSEN; PROCTOR (1983)
adicionamos o corante azul de metileno a particula de sacarina para nos
certificarmos do tempo de transporte da sacarina caso houvesse duvida

quanto a sensacdo gustativa dos individuos participantes da pesquisa.
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Porém, ndo foi necessario o exame da orofaringe para identificar o corante
em nenhuma das medidas, sendo fidedignas todas as informagbes dos
voluntarios. Além disso, nenhum dos participantes apresentou, ao longo de
todo o periodo de estudo, fatores que eventualmente pudessem prejudicar o
transporte mucociliar nasal, tais como infecgdes respiratorias ou crises de
rinite.

Concordamos com SENENT-SANCHEZ et al. (1990) e ADDE;
ROZOV (1997) quanto a facilidade de execugdo do método da sacarina para
mensurar o transporte mucociliar nasal. Porém, gostariamos de lembrar um
cuidado frequentemente omitido na metodologia dos trabalhos que
empregam essa técnica: deve-se depositar a particula de sacarina sobre a
mucosa concha nasal inferior com a menor manipulagdo possivel. Esse
procedimento evita o estimulo do sistema nervoso vegetativo, que poderia
resultar em hipersecregao glandular - alterando o mecanismo de transporte
mucociliar nasal - ou em espirros - invalidando o teste.

Ressaltamos que foram feitas medidas repetidas no sexo masculino a
fim de mensurar eventuais variagdes inerentes ao préprio transporte
mucociliar nasal de sacarina, portanto independentes da influéncia dos
estrogenos e progesterona (hipotese testada no sexo feminino). Dois dos
individuos do sexo masculino puderam realizar somente trés medidas do
transporte mucociliar nasal em virtude de problemas pessoais que o0s
impossibilitaram de comparecer ao local de exame para completar o total de

medidas previsto (seis).
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O tempo de transporte mucociliar nasal de sacarina nos voluntarios
sem queixas nasais variou de dois a 26 minutos, ndo se registrando caso em
que o individuo ndo sentisse o gosto do adogante. A variagéo interindividual
do tempo de transporte nasal de sacarina foi compativel com a descrita por
FERGUSON; MABRY (1997) em pessoas normais. Salientamos que para
um individuo do sexo masculino (caso numero 3), registramos transporte
mucociliar nasal da sacarina em 6 minutos na melhor medida e em 26
minutos na pior. Isoladamente, essa medida de 26 minutos n&o significa que
ha alteracédo patologica do mecanismo de depuragdo mucociliar nasal neste
voluntario. O estudo precedente de ADDE; ROZOV (1997) igualmente
aponta para a existéncia de pessoas normais com uma ocasional depuracao
mucociliar nasal mais lenta da sacarina mesmo em condi¢cdes adequadas de
temperatura e umidade relativa do ar. Ja foram aventadas as hipoteses de
influéncia do ritmo circadiano, do ciclo nasal, do peso e altura do individuo
sobre a velocidade de transporte mucociliar nasal em humanos normais (que
talvez predispusessem a lentiddo do transporte mucociliar nasais em
determinadas situagdes), mas nenhuma dessas possibilidades foi
comprovada segundo HELLIN-MESEGUER; MERINO-GALVEZ (1994).

O tempo meédio de transporte mucociliar nasal de sacarina obtido
neste estudo foi de 9,3 minutos, um pouco superior ao relatado nos
trabalhos de RIZZO (1994) e ADDE; ROZOV (1997) — também realizados
com amostras da populacdo brasileira -, porém perfeitamente dentro do
limite considerado aceitavel para o método, que € de uma hora de acordo

com ENGLENDER et al. (1990).
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Quanto a influéncia dos hormonios femininos no transporte mucociliar
nasal, ARMENGOT et al. (1990b) em estudo com humanos, e SALDIVA et
al. (1995) em estudo com animais, encontram velocidade de transporte
mucociliar nasal maior no sexo feminino quando os niveis estrogénicos
estdo mais elevados (fase periovulatoria e estro respectivamente). Nossos
resultados, entretanto, apontaram para o aumento da velocidade de
transporte mucociliar nasal de sacarina na fase folicular, justamente na qual
0s niveis de estrogenos sdo 0s mais baixos. Perante este fato, discordamos
dos autores.

Com relagdo aos achados de ARMENGOT et al. (1990b), frisamos
que os autores baseiam sua conclusdo em medidas feitas nas trés fases de
um unico ciclo ovariano. Em nossa casuistica, observamos que o aumento
da velocidade de transporte mucociliar nasal de sacarina ocorreu de modo
consideravel apenas no primeiro ciclo ovariano estudado. Considerando dois
ciclos ovarianos consecutivos em cinco mulheres, e trés ciclos consecutivos
em duas mulheres, ndo se manteve a diferenga estatistica no transporte
mucociliar nasal de sacarina na fase folicular. Portanto, parece-nos que a
flutuacdo da velocidade de transporte mucociliar nasal nas varias fases do
ciclo ovariano é puramente casual e ndo induzida pelos niveis estrogénicos.

Segundo SALDIVA et al. (1995) o transporte mucociliar nasal mais
lento nas fémeas de ratos Wistar em diestro (baixos niveis de estrogenos)
predisporia ao maior tempo de contato entre o0 muco e o epitélio respiratorio.
Nesse contexto, o0 muco exerceria um papel citoprotetor, reduzindo o efeito

deletério dos agentes toxicos e irritantes inalados sobre a mucosa
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respiratoria e, por conseguinte, conferindo menor suscetibilidade as doencgas
das vias aéreas no sexo feminino. Ndo obstante, considerando nossos
resultados concluimos que, em condi¢des fisioldgicas, isso parece né&o
ocorrer na espécie humana durante a fase folicular do ciclo ovariano.

ARMENGOT et al. (1993) afirmam que, de modo geral, o transporte
mucociliar nasal € mais rapido nas mulheres, mas parecem mais dignas de
crédito as observacdes de HELLIN-MESEGUER; MERINO-GALVEZ (1994) e
KAO et al. (1994) sobre a inexisténcia de diferengas sexuais. Nosso achado
foi concordante com o desses autores, e a critica inicial de que a ampla faixa
etaria estudada nesses dois trabalhos poderia ter diluido as diferengas sexuais
ndo se sustenta: as diferengas insignificantes no transporte mucociliar nasal
na idade reprodutiva ndo alteram o resultado geral.

E necessaria a realizacdo de estudos dedicados exclusivamente ao
transporte mucociliar nasal na gestagdo, ja que a controvérsia sobre a
influéncia dos estrégenos e outros hormonios nessa fase da vida da mulher é
ainda maior (HELLIN-MESEGUER et al., 1994, ELLEGARD; KARLSSON,

2000).
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5.2. PESQUISA DE RECEPTORES PARA ESTROGENO E

PROGESTERONA NA MUCOSA NASAL HUMANA

Adotamos neste trabalho a técnica imuno-histoquimica com
anticorpos monoclonais uma vez que a mesma é empregada rotineiramente
para pesquisa de receptores para estrégeno e progesterona no cancer de
mama, possuindo metodologia bem conhecida no nosso meio.

Os resultados da reagcdo imuno-histoquimica com anticorpos
monoclonais para receptores para estrogeno (RE) e receptores para
progesterona (RP) nesta pesquisa mostram que € possivel encontrar ambos
os receptores no tecido nasal humano.

O conhecimento da fisiologia dos RE e RP ¢, fundamentalmente,
calcado no estudo do aparelho reprodutor feminino, onde os receptores séo
expressos em grande quantidade (PAECH et al., 1997, DICKSON;
STANCEL, 2000, HAGER et al.,, 2000, PAVAO; TRAISH, 2001). No
endométrio e glandula mamaria existem milhares de RE por célula. Ja a
mucosa nasal, dentre outros tecidos extragenitais, ndo € alvo prioritario dos
esterdides sexuais, possuindo baixa densidade de receptores, como indica o
método bioquimico utilizado por WILSON et al. (1986) e SIIVONEN (1994).
Desse modo, a técnica imuno-histoquimica nos moldes usados para os
orgaos reprodutores pode ser insuficiente para gerar reagdo na mucosa
nasal, dado o numero reduzido de epitopos no tecido. Com efeito,

verificamos que a concentracdo de anticorpos primarios necessaria para
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reagir com os antigenos de RE e RP na mucosa nasal foi muito maior do
que a utilizada rotineiramente para as laminas de tecido mamario.
Encontramos dois relatos interessantes na literatura consultada e que
contemplam esse aspecto. O primeiro € o de LEIMOLA-VIRTANEN et al
(2000). Em gléndulas salivares, a reagdo imuno-histoquimica para RE é
negativa, mas a extracdo do acido ribonucléico mensageiro (RNAm) dos
receptores, depois tratado pela transcriptase reversa para obtencdo do DNA
complementar do RE, por sua vez amplificado pela reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR), mostra-se positiva. Portanto, em estudos futuros
envolvendo receptores esteroidicos na mucosa nasal, talvez os métodos de
biologia molecular como o “Western blot” para detecg&o da proteina dos RE e
RP e a amplificacédo “in situ” de seu RNAmM sejam mais indicados do que as
reagdes imuno-histoquimicas com anticorpos monoclonais. O segundo relato,
de SUMIYOSHI et al. (2001), acena com a possibilidade de aumentar-se a
sensibilidade para detecgdo dos RE pelo desenvolvimento das proprias
técnicas de imuno-histoquimica com anticorpos monoclonais. Estudando a
expressdo de RE em casos de cancer de mama, os pesquisadores afirmam
que o uso do complexo streptavidina-biotina (0 mesmo “kit” LSAB que
empregamos neste trabalho) na reagdo imuno-histoquimica convencional
pode ter baixa sensibilidade, levando a resultados falsos-negativos. Acreditam
que a fixacdo do tecido no formaldeido e depois na parafina reduz a
imunorreatividade dos epitopos dos RE. Os autores apresentam, entdo, uma
variante da técnica imuno-histoquimica habitual, que utiliza ensaio

imunoenzimatico com tiramida biotinilada em lugar do “kit” LSAB. Relatam ter
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encontrado 10 casos de cancer de mama negativos para RE pelo LSAB, mas
que se revelaram positivos para RE pela nova metodologia. Comentam que
essa nova alternativa pode aumentar a sensibilidade para detec¢ado dos RE
em até 10.000 vezes, sem perder-se a especificidade da reacao. Além disso,
a aplicagdo da tiramida biotinilada ndo se mostra tecnicamente mais
complicada do que a reag&o imuno-histoquimica convencional. Infelizmente, o
novo método nao estava disponivel em nosso laboratério por ocasidao da
realizacao deste estudo.

De acordo com nossos resultados, os homens sdo mais propensos a
expressar RE e RP. Assim como PAULSSON et al. (1997), n&do encontramos
os receptores na mucosa de mulheres. Uma explicacdo é que, no sexo
feminino, ocorreria redugdo numeérica (“down-regulation”) dos receptores em
virtude dos elevados niveis circulantes de horménios. A idéia é coerente com
0 mecanismo fisioldgico de regulagao da expressao de RE e RP descrito por
BOUCHARD (1999). Parece improvavel que os contraceptivos orais
utilizados por trés pacientes tenham influido no resultado negativo destes
casos, uma vez que os medicamentos pertenciam ao grupo das pilulas de
baixa dosagem hormonal (ambas contendo levonorgestrel 0,15mg e
etinilestradiol 0,03mg).

Salientamos que houve discrepancia em relacdo aos resultados de
WILSON et al. (1986), SIIVONEN (1994) e KROTSCH; RIEDERER (1998),
os quais identificam RE e RP na mucosa nasal de mulheres. Todavia,
WILSON et al. (1986) e SIIVONEN (1994) obtém concentragdes minimas de

ambos os receptores na minoria dos casos. KROTSCH; RIEDERER (1998)
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n&o divulgam o numero de l&minas positivas dentre as 40 analisadas, nem a

intensidade da reagcao imuno-histoquimica em cada caso.

A partir da experiéncia com as neoplasias de mama, acredita-se que,
embora os RE e RP possam estar presentes também no citoplasma, sao os
receptores intranucleares que efetivamente deflagram os efeitos do hormonio
no DNA celular através da ativagédo de proto-oncogenes. Por isso, para avaliar
se a neoplasia é positiva para RE e RP (fator de progndstico para terapia com
anti-estrégenos), considera-se somente sua existéncia no nucleo celular.

Tanto no estudo de KROTSCH; RIEDERER (1998) quanto no nosso,
os RE localizaram-se no citoplasma celular. Interpretando esse achado pelo
critério adotado para as neoplasias de mama, pode-se supor que nao ha
acao hormonal direta na mucosa nasal. Entretanto, cabem ressalvas:

1. Como néo foi possivel a fixagdo em parafina das conchas nasais logo
apos as cirurgias, a permanéncia do tecido na solugédo de formaldeido por
tempo prolongado pode ter comprometido a imunogenicidade dos RE e
RP intranucleares para as reagdes imuno-histoquimicas.

2. Pode ter havido ruptura da membrana nuclear durante o processamento
histolégico, com dispersdo dos receptores intranucleares no citoplasma.

Para rever posteriormente a localizagdo dos RE e RP nos diferentes
compartimentos celulares, poder-se-ia submeter um fragmento da mucosa
ao processamento histologico imediatamente apds a cirurgia ou utilizar a
técnica de congelamento do tecido ao invés da fixagdo na parafina. Talvez

nessas situagbes fossem encontrados receptores intranucleares,
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confirmando a agdo hormonal diretamente no genoma celular, a qual, por
ora, ndo pode ser descartada.

Quanto a distribuicdo dos receptores na mucosa nasal, observamos
que ha RE e RP nas glandulas da Iamina propria, mas nao no epitélio. O fato
€ sugestivo de que possa haver influéncia dos hormdnios sexuais femininos
na modificagdo da quantidade e/ou das caracteristicas do muco nasal, mas
nao na frequéncia do batimento ciliar epitelial. Isso se coaduna com as
constatacdes de outros autores em relacdo ao componente secretor da
mucosa (SOUTHAM; GONZAGA, 1965, HELMI et al., 1975, TOPPOZADA et
al., 1982, TOPPOZADA et al., 1984, PONTES et al., 1989, SALDIVA et al.,
1995).

Para KROTSCH; RIEDERER (1998), que identificaram RE em feixes
nervosos das glandulas seromucosas, seria possivel imputar o estimulo a
secrecdo de muco através da agao neuroendocrina dos estrégenos nas
terminagbes parassimpaticas, de forma coerente com outros dados da
literatura (REYNOLDS; FOSTER, 1940, TOPPOZADA et al., 1981, KONNO
et al,, 1986 e BARANIUK; KALINER, 1990). Em nosso trabalho, nao
encontramos reacdo imuno-histoquimica nas fibras neurais. Poderiamos
tentar estudar a agdo hormonal no sistema nervoso vegetativo através de
uma dupla reacdo histoquimica, procurando RE em terminacdes
colinérgicas, por exemplo. Embora muito mais trabalhosa, a técnica é
factivel, e possibilitaria buscar uma explanagao légica para a “coriza sexual”.

Os dados de SALDIVA et al. (1995) mostram que n&o ha diferenga no

volume glandular da lamina propria entre machos e fémeas de ratos Wistar,



DISCUSSAO 52

nem entre as fases do ciclo estral. Os autores mostram, através de técnicas
histoquimicas, que ha sim modificagdes bioquimicas e reolégicas do muco
nasal, portanto qualitativas. Nao se sabe quais seriam os genes modulados
pelos RE e RP nas células das glandulas da |ladmina prépria. Um modo
indireto de descobri-los seria analisar as mudancas no fendtipo celular em
explantes incubados com 17f3-estradiol e progesterona separadamente. A
coloragao das células produtoras de mucinas poderia ser feita pelo acido
periddico de Schiff (PAS) e pelo Alcian Blue (AB), observando-se o perfil do
tecido glandular em resposta aos hormonios.

O efeito trofico dos estrogenos na mucosa nasal defendido por
MORTIMER et al. (1936), ZANZUCCHI (1937), RODOLFO-MASERA (1940),
CLERICI; PESTALOZZA (1958), LI (1991) e ZHAO et al. (1994), provavelmente
se deve a congestéo vascular, e ndo a variagao do fendétipo epitelial. Supomos
que o epitélio nasal, ndo possuindo RE, ndo exiba as mesmas alteracdes
morfolégicas encontradas no revestimento vaginal, por exemplo. Tendemos a
acreditar que a metaplasia escamosa do epitélio nasal vista por HELMI et al.
(1975) e TOPPOZADA et al. (1984) apds uso de estrégenos ndo seja causada
pela acdo hormonal direta sobre as células epiteliais.

Diferencas maiores em relacéo aos dados de KROTSCH; RIEDERER
(1998) foram obtidas para os RP. Nossa reagao resultou apenas fracamente
positiva nas glandulas da lamina prépria, sem coloragao no tecido conjuntivo
glandular ou na regido subepitelial. Uma hipdtese é o artefato de coloragao

nessas regides no material analisado pelos pesquisadores que nos
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precederam. Aparentemente, a progesterona tem papel secundario na

mucosa nasal.

Alguns aspectos nao elucidados até o momento merecem pesquisas
mais aprofundadas:

1. Os anticorpos monoclonais primarios contra RE e RP empregados neste
estudo reagiram com o total de RE e RP respectivamente. Tais anticorpos
ndo eram dirigidos contra epitopos especificos de REa, REB, RP-A ou
RP-B, ndo permitindo detectar cada isoforma dos receptores de maneira
isolada. As reagdes imuno-histoquimicas tdo-somente permitiram concluir
que ha RE e RP nas glandulas seromucosas da lamina propria. Resta
identificar as isoformas REa/REp e RP-A/RP-B, bem como sua proporgéao
no tecido glandular nasal. Os trabalhos mais recentes envolvendo a
fisiologia dos receptores tém sido direcionados nesse sentido, porque
cada isoforma tem papel funcional distinto. Ja estdo disponiveis
comercialmente alguns anticorpos monoclonais especificos para REa e
REP, e espera-se que no futuro préximo existam anticorpos similares para
as isoformas dos RP.

2. Os gémeos monozigoticos do sexo masculino participantes do estudo
apresentaram reacdo imuno-histoquimica positiva para RE e RP. Seria
interessante analisar outros pares de gémeos de ambos os sexos para
investigar o componente genético na expressdao dos receptores

esteroidicos na mucosa nasal.
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Em resumo, nossos resultados mostraram que n&o houve diferengas
sexuais nas medidas repetidas do transporte mucociliar nasal de sacarina
em individuos sem queixas nasais na faixa etaria reprodutiva. Da mesma
forma, ndo ocorreram variagdes reprodutiveis do transporte mucociliar nasal
de sacarina nas fases folicular, periovulatéria e lutea em ciclos ovarianos
subsequentes no sexo feminino. Concluimos que a funcdo de defesa
inespecifica da mucosa nasal através do transporte mucociliar nasal ndo é
prejudicada nem beneficiada pelos hormdnios sexuais femininos em
condigbes fisiologicas na espécie humana. Nao ha privilégio de nenhum
sexo quanto a eliminagdo das particulas e irritantes ambientais das vias
aéreas superiores, assim como nas mulheres nao ocorre flutuagéo ciclica do
transporte mucociliar coincidente com os ciclos ovarianos regulares.

Analisando o grupo de pacientes submetidos a turbinectomia parcial
da concha inferior — homogéneo quanto a distribuicdo por sexo, faixa etaria,
indice de massa corpdrea, idade da menarca e habito tabagico em relagao
ao grupo de voluntarios nos quais avaliamos o transporte mucociliar nasal de
sacarina — percebemos que ha possibilidade de acdo direta do estrégeno e
da progesterona sobre a sintese do muco nasal na espécie humana. Porém,
parece que o tecido glandular nasal € pouco responsivo aos esterdides
sexuais femininos em situagéao fisioldgica, pela pequena densidade de RE e
RP que possui, dai a auséncia de reflexos dos niveis hormonais no
transporte mucociliar nasal de sacarina.

Concluindo, é inegavel a evolugdo da Medicina nos mais de 2.800

anos que separam o folclore dos narizes avantajados dos dias atuais.
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Todavia, a influéncia hormonal sobre os processos fisiopatologicos nasais
ainda é negligenciada na pratica clinica. A rinite em mulheres
hiperestrogénicas € subdiagnosticada, assim como ndo se da a rinite
gravidica a atengdo que a mesma requer. Ainda ha muito para ser estudado
a esse respeito, mas o conhecimento dos meios pelos quais os horménios
sexuais modulam os processos fisiolégicos na mucosa nasal pode comegar

a iluminar o caminho para melhor tratar essas pacientes.
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6. CONCLUSOES

1. Com relagdo a avaliagdo do transporte mucociliar nasal de sacarina em
individuos sem queixas nasais:

1.1. ndo foram encontradas diferengas significativas entre os sexos
feminino e masculino na faixa etaria reprodutiva;

1.2. considerando-se as fases folicular, periovulatéria e lutea de ciclos
ovarianos consecutivos no sexo feminino, observou-se que o
transporte mucociliar nasal de sacarina foi mais rapido na fase
folicular apenas no primeiro ciclo estudado, sem diferenca

significativa nos demais (p=0,08).

2. Com relagdo a pesquisa de receptores para estrogeno e progesterona na
mucosa de conchas nasais inferiores humanas através de método imuno-
histoquimico:

2.1. n&o foram encontrados receptores para estrogeno e progesterona na
mucosa de conchas nasais inferiores de pacientes do sexo feminino.
No sexo masculino, houve expressao de receptores para estrogeno

em 60% dos casos, de receptores para progesterona em 30% dos
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2.2.

casos e, em 30% dos pacientes, foram encontrados ambos os
receptores na mucosa das conchas nasais inferiores;

Os receptores para estrogeno e progestrona na mucosa de conchas
nasais inferiores de pacientes do sexo masculino localizaram-se no

citoplasma celular em glandulas seromucosas da lamina propria.
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7. ANEXOS

ANEXO A — AVALIAGAO DO TRANSPORTE MUCOCILIAR NASAL DE SACARINA:
DISTRIBUICAO DOS INDIVIDUOS (GRUPO A) SEGUNDO SEXO, IDADE,
iNDICE DE MASSA CORPOREA (IMC) E IDADE DA MENARCA (ANOS)

INDIVIDUO INICIAIS  SEXO IDADE MENARCA iNDICE DE

NUMERO (ANOS) (ANOS) COMRAE’SOSF?EA
1 AS F 29 11 25
2 TS F 21 11 25,15
3 RGS F 30 11 22,19
4 CCA F 25 12 21,64
5 NMF F 20 13 24,09
6 PGO F 15 13 18,37
7 ADP F 17 13 19,83
8 MAR M 30 - 24,76
9 AGS M 28 - 24,28
10 VP M 26 - 22,49
11 MS M 20 - 20,24
12 LSCF M 26 - 24,54
13 AF M 23 - 22,64
14 FH M 20 - 24,84

NOTA: F: sexo feminino; M: sexo masculino

MEDIAS DAS IDADES, IDADE DA MENARCA E INDICE DE MASSA CORPOREA DOS
INDIVIDUOS DO GRUPO A

Média geral das idades: 23,5+4,8 anos

Média das idades no sexo feminino: 22,4+5,7 anos

Média de idade da menarca: 12+1 anos

Média das idades no sexo masculino: 24,7+3,8 anos

Média do IMC no sexo feminino: 22,3+2,6

Média do IMC no sexo masculino: 23,4+1,7
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ANEXO B — PACIENTES SUBMETIDOS A TURBINECTOMIA PARCIAL DA CONCHA

INFERIOR

(GRUPO B):

DISTRIBUICAO DOS CASOS SEGUNDO
DIAGNOSTICO PRE-OPERATORIO E CIRURGIA REALIZADA

PACIENTE INICIAIS DIAGNOSTICO CIRURGIA REALIZADA
NUMERO
1 GPDF RA, DS para esquerda SP, TIP bilateral
2 KAMS RA, HAD SP, TIP direita, AD
DS para esquerda
CT™M RA, DS para direita SP, TIP bilateral
0osQ RINA, DS para esquerda SP, TIP direita, estreitamento da
columela
MRS RINA, DS para direita SP, TIP esquerda
LM Trauma nasal, DS para SP, TIP direita
esquerda
CMP RINA, DS para esquerda SP, TIP direita
RAS Trauma nasal, DS para SP, TIP bilateral
esquerda
9 RD DS para esquerda RSP, TIP bilateral
rinomegalia
10 DAM DS para direita RSP, TIP bilateral
rinomegalia
11 LCS DS para esquerda SP, TIP direita
12 RVP DS para direita, HAD SP, TIP bilateral, AD
13 AMS DS para direita SP, TIP bilateral
14 RPA DS para esquerda, HAD SP, TIP bilateral, AD
15 ASS DS para esquerda SP, TIP bilateral
16 ELFE DS para direita RSP, TIP esquerda
rinomegalia
17 PRS DS para direita SP, TIP esquerda
18 MSO DS para direita SP, TIP bilateral
19 GP(1) RA, DS para esquerda, SP, TIP direita, AD
HAD
20 GP(2) RA, DS para direita SP, TIP esquerda

NOTA: DS: desvio septal; HAD: hipertrofia de adendide; RA: rinite alérgica; RINA: rinite ndo

alérgica;

SP:

septoplastia; TIP:

adenoidectomia; RSP: rinosseptoplastia.

turbinectomia parcial

da concha inferior; AD:
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ANEXO C — PACIENTES SUBMETIDOS A TURBINECTOMIA PARCIAL DA CONCHA
INFERIOR (GRUPO B): DISTRIBUIGAO DOS CASOS SEGUNDO SEXO,
IDADE, HABITO TABAGICO, iINDICE DE MASSA CORPOREA (IMC), IDADE
DA MENARCA (ANOS) E USO DE CONTRACEPTIVO HORMONAL

PACIENTE INICIAIS SEXO IDADE MENARCA INDICEDE TABAGISMO CONTRACEPTIVO

NUMERO (anos)  (ANOS) TS REA HORMONAL
1 GPDF  F 30 12 25,72 Nao ' Nordette
2 KAMS F 19 12 22,19 Nao Nao
3 CTM F 18 12 22,66 Nao Nao
4 0sQ F 25 13 20,42 Nzo @ Microvlar
5 MRS F 32 13 19,98 N3o N3o
6 LM F 21 14 20,31 Nao Nordette
7 CMP F 23 14 24,09 Nao Nao
8 RAS F 21 12 20,96 Sim N3o
9 RD F 25 10 20,66 N3o Nao
10 DAM F 21 11 22,98 Nao Nao
11 LCS M 26 - 24,77 Nao -

12 RVP M 15 - 20,57 N3o -
13 AMS M 22 - 20,72 N30 -
14 RPA M 19 - 19,57 Nao -
15 ASS M 19 - 23,59 Nao -
16 ELFE M 15 - 15,51 N3o -
17 PRS M 33 - 23,99 N3o -
18 MSO M 25 - 23,18 Nao -
19 ®OGP(1) M 17 - 23,04 N&o -
20 ®GPE) M 17 - 24,62 N3o -

NOTA: F: sexo feminino; M: sexo masculino
() e @ Contraceptivos para uso oral, ambos contendo levonorgestrel 0,15mg e etinilestradiol
0,03mg.

™ Marca registrada de Wyeth @ Marca registrada de Schering
®) Gémeos monozigdticos

MEDIAS DAS IDADES, IDADE DA MENARCA E INDICE DE MASSA CORPOREA DOS
PACIENTES DO GRUPO B

Média geral das idades: 22,1+5,2 anos

Média das idades no sexo feminino: 23,5+4,5 anos

Média de idade da menarca: 12,3+1,2 anos

Média das idades no sexo masculino: 20,8+5,7 anos

Média do IMC no sexo feminino: 22+1,8

Média do IMC no sexo masculino: 21,9+2,8
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