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Resumo

Salgado DC. Distribuicdo de colageno na concha nasal inferior de pacientes
com rinite alérgica ou idiopatica [tese]. S&do Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2014.

INTRODUCAO: Embora seja reconhecida a existéncia do espessamento da
membrana basal e da fibrose da concha nasal na rinite alérgica, ndo ha
estudos descritivos do comportamento da mucosa nasal nos pacientes com
rinite idiopatica. O propdsito desse estudo € descrever possiveis alteragdes na
membrana basal e na lamina prépria da concha nasal inferior em pacientes
com rinite alérgica ou idiopatica, além do estudo quantitativo das fibras
colagenas nesta localizagdo. METODOS: Analisou-se na concha nasal inferior
obtida através de turbinectomia bilateral em 28 pacientes - 14 com rinite
alérgica e 14 com rinite idiopatica - a area ocupada pelo colageno, a espessura
da membrana basal e o didmetro das fibrilas de colageno através do uso de
microscopia optica (coloragdo Hematoxilina-eosina e Picrossirius-hematoxilina),
microscopia eletrbnica e imunoistoquimica para laminina e colageno V.
RESULTADOS: 1) pacientes com rinite alérgica apresentaram
significantemente maior area da concha nasal ocupada por colageno do que o
grupo com rinite idiopatica. 2) a membrana basal de pacientes com rinite
alérgica foi significantemente mais espessa. 3) a lamina reticular da membrana
basal dos pacientes com rinite alérgica apresentaram fibrilas de colageno com
menor didmetro que os pacientes com rinite idiopatica. 4) ndo houve diferencas
significativas entre os grupos na distribuigdo de laminina e de colageno V.
CONCLUSOES: Alteragdes na mucosa nasal ocorrem na rinite alérgica, sendo
caracterizadas pelo aumento da espessura da membrana basal e por fibrose.
Na rinite idiopatica, observou-se uma mucosa com aspecto estrutural

semelhante aos pacientes normais.

Descritores: Colageno; Membrana basal; Remodelagdo das vias aéreas;

Rinite; Mucosa nasal.



Summary

Salgado DC. Collagen distribution in the inferior nasal concha in patients with
allergic or idiophatic rhinitis [thesis]. Sdo Paulo: "Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo"; 2014.

INTRODUCTION: Despite our knowledge about nasal conchae fibrosis and
basement membrane thickening in allergic rhinitis, there are no descriptive
studies on nasal mucosa behavior in patients with idiopathic rhinitis. The aim of
our study was to describe possible changes in the basement membrane and
lamina propria of the inferior concha in patients with idiopathic or allergic rhinitis,
in addition to a quantitative study of collagen fibers in this site. METHODS: The
inferior nasal concha obtained from 28 patients submitted to bilateral
turbinectomy was examined - 14 with allergic rhinitis and 14 with idiopathic
rhinitis; analyzing the collagen area, the basement membrane thickness and the
collagen fibrils diameter using optical microscopy (Hematoxylin-eosin and
Picrosirius-hematoxylin staining), electron microscopy and
immunohistochemistry for laminin and collagen IV. RESULTS: 1) patients with
allergic rhinitis had a significantly larger area of the nasal concha occupied by
collagen than the group with idiopathic rhinitis. 2) the basement membrane of
patients with allergic rhinitis was significantly thicker. 3) the reticular lamina of
the basement membrane of patients with allergic rhinitis had collagen fibrils with
diameters which were smaller than those from patients with idiopathic rhinitis. 4)
there were no significant differences between the groups concerning the
distribution of laminin and collagen IV. CONCLUSIONS: Alterations to the nasal
mucosa that happen in allergic rhinitis are characterized by basement
membrane thickening and fibrosis. In idiopathic rhinitis the patients’” mucosae

were structurally similar to those from normal patients.

Descriptors: Collagen; Basement membrane; Airway remodelling; Rhinitis;

Nasal mucosa.
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Clinicamente, a rinite € definida como a somatodria dos seguintes
sintomas: rinorréia, obstrucdo nasal, prurido e espirros, que ocorrem por mais
de dois dias consecutivos e por mais de uma hora na maior parte dos dias
(Bousquet et al., 2008).

Existem varios tipos de rinite que podem ser divididos em dois
grandes grupos: infecciosas e nao infecciosas. As rinites infecciosas virais s&o
0 grupo de maior prevaléncia. As rinites nao infecciosas, por sua vez,
classificam-se em alérgicas e ndo alérgicas. As alérgicas tem um alérgeno
como agente causador, enquanto que as nao alérgicas tém diferentes
etiologias e se classificam em rinite idiopatica, hormonal, medicamentosa e
outras ndo alérgicas.

A obstrugao nasal constitui o sintoma mais comum da rinite. Sabe-se
que a obstrucdo nasal é ocasionada pela hipertrofia das conchas nasais
(decorrente da inflamac&o crénica da mucosa que se torna edemaciada)
associada a rinorréia e aumento na produg¢ao de muco (Ciprandi et al., 2008a,
Kim et al., 2010).

A rinite alérgica (RA) é definida como uma inflamacao eosinofilica da
mucosa nasal e dos seios paranasais resultante de uma reagdo mediada por
IgE provocada por um alérgeno (Bousquet et al., 2008). Os relatos de sua
prevaléncia sdo muito variados, provavelmente pela utilizacdo de diferentes
meétodos nos estudos epidemiologicos. Segundo uma pesquisa realizada em
oito paises da América Latina, a prevaléncia da rinite alérgica no Brasil é de
8,8% (Neffen et al., 2010).

A RA foi direta e significantemente associada com alteracdes
hipertréficas crénicas da mucosa mesmo em criangas pequenas: um estudo
comparativo, envolvendo 255 criancas de 6 anos de idade, mostrou que as
criangas com RA eram irresponsivas ao teste com descongestionante (Chawes
et al., 2009).

Ja a rinite idiopatica (RI), conhecida no passado como rinite
vasomotora, faz parte do grupo das rinites n&o alérgicas e ainda ndo possui
sua fisiopatologia completamente elucidada. O diagnostico da Rl é de exclus&o

baseado na indeterminac&o de agente inflamatorio, alérgeno ou fator causal,
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verificado por meio da histéria clinica, do teste alérgico e do exame citoldgico
nasal (Van Rijswijk et al., 2005; Van Rijswijk et al., 2006).

Ha evidéncias que na Rl as células inflamatorias ndo desempenham
um papel importante (Van Rijswijk et al., 2005), ao contrario do que ocorre na
RA. No estudo ja citado de Chawes et al. (2009), o grupo de criangas com Rl
respondeu prontamente ao teste de descongestdo, de modo semelhante as
criangas normais e diferentemente daquelas com RA, mostrando que os
mecanismos envolvidos na Rl sdo diferentes daqueles da RA. Os desbalangos
autondmicos como a inibicdo da resposta do sistema nervoso simpatico no
nariz e a hiperatividade do sistema parassimpatico tém sido apontados como
0s principais mecanismos envolvidos na fisiopatologia da RI (Malcomson, 1959;
Numata et al., 1999; Garay, 2004).

Processos inflamatoérios cronicos, como os que ocorrem na RA,
estdo associados a deposicao e degradacao de matriz extracelular em resposta
ao trauma. Trata-se de um aspecto critico do processo de reparo de lesdes em
todos os orgaos (Cotran et al., 1989; Vignola et al., 2003). Especificamente nas
vias aéreas, o0 processo de reparo foi extensamente estudado em pacientes
asmaticos e resulta em remodelamento no epitélio, lamina prépria, submucosa
e camada muscular das vias aéreas inferiores (Fahy et al., 2000). O
remodelamento tecidual ocorre de maneira semelhante nas vias aéreas
superiores em pacientes com RA, porém em menor intensidade (Salib,
Howarth, 2003; Bousquet et al., 2004).

Embora seja reconhecida a existéncia da fibrose presente na lamina
prépria (Kim et al., 2010) na RA como resultado do processo inflamatério, ha
controvérsias sobre a ocorréncia de fibrose na mucosa nasal nos pacientes
com Rl (Numata et al., 1999; Powe et al., 2001; Van Rijswijk et al., 2003).
Assim sendo, é necessaria a realizacdo de um estudo quantitativo da fragao
tecidual ocupada por fibras colagenas nesta localizagdo, uma vez que o
colageno é a principal proteina presente na fibrose intersticial (Montes, 1996).

Uma das caracteristicas mais relevantes do processo inflamatério
nas vias aéreas, de modo geral, € o espessamento da membrana basal, que
corresponde a uma estreita faixa de matriz extracelular especializada,

localizada na interface epitélio-conjuntivo e reconhecida ao microscopio de luz
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pela sua coloragdo rosea intensa nos cortes histolégicos corados com
Hematoxilina-eosina. Nesta localizacdo, as macromoléculas da matriz
extracelular, como os colagenos do tipo lll, IV e VII, laminina e proteoglicanos,
se associam entre si e com as integrinas das células epiteliais de modo a
manter a coesao tecidual e ao mesmo tempo trocar informagdes biomecanicas
entre a matriz e as células (Hashmi, Marinkovich, 2011). Embora haja uma
evidéncia na literatura apontando para o possivel espessamento da membrana
basal da concha nasal em pacientes alérgicos (Sanai et al., 1999; Mora et al.,
2003), ndo ha estudos descritivos do comportamento da membrana basal em
pacientes com RI. Assim sendo, é necessario realizar estudos que descrevam
as possiveis alteracdes na espessura e na constituicdo da membrana basal da
concha nasal em pacientes com RA ou RI.

Outro aspecto a ser levado em consideracdo € a hipotese que os
sintomas e sinais do paciente com rinite estejam relacionados ao
espessamento da membrana basal da mucosa nasal. Em individuos asmaticos,
ha evidéncias controversas, como pode ser observado quando se compara o
estudo de Jeffery et al. (1989) indicando que espessamento da membrana
basal da via aérea néo se relaciona com a gravidade, duragéo ou etiologia da
asma e o estudo de Chetta et al. (1997) demonstrando que a maior espessura
da membrana basal se associa a quadros mais graves de asma. No caso da
rinite, ndo foi possivel encontrar na literatura estudos sobre a associagao entre

espessura da membrana basal nasal e sinais ou sintomas de rinite.



2. REVISAO DA LITERATURA



Revisdo da Literatura |6

2.1 Mucosa nasal

Na parede lateral de cada cavidade nasal, encontram-se trés
saliéncias 6sseas recobertas por mucosa especializada chamadas de conchas
nasais superior, média e inferior.

A concha superior € revestida principalmente por mucosa do tipo
olfatério. A concha inferior, a maior delas, € um 6érgéo erétil revestido por
mucosa do tipo respiratério (com epitélio pseudoestratificado ciliado) que se
projeta para o interior da cavidade nasal. A concha média geralmente tem
pequeno tamanho e é pouco visivel na rinoscopia.

A concha nasal inferior tem um importante papel na regulagdo da
temperatura e umidificagdo do ar inspirado, funcionando ainda como filtro de
particulas externas através do sistema mucociliar. Diversas situagdes, incluindo
a RA, podem resultar na hipertrofia das conchas nasais, determinando
aumento da resisténcia nasal e obstrucdo. Quando a terapia medicamentosa
falha, os pacientes tem como opgédo o tratamento cirurgico da causa da
obstrugao (Berger et al., 2003).

O tecido conjuntivo da concha nasal é rico em glandulas
seromucosas distribuidas em dois estratos: um localizado na por¢do mais
superficial e outro profundo subjacente a camada vascular (Watelet et al.,
2006). O tecido conjuntivo apresenta ainda uma grande densidade de células
de natureza imunoldgica como linfécitos e plasmacitos.

Embora a inflamac&o seja similar na asma e na RA, estudos
demonstraram que a extensao das alteragdes na mucosa nasal parece ser
menor do que nos brénquios. Existem algumas hipoteses que tentam explicar
esse fato: producdo de citocinas pelas células musculares lisas nos brénquios
e origem embrionaria diferente das vias aéreas superiores e inferiores
(Bousquet et al.,2004). Além disso, postula-se que a mucosa nasal desenvolva
mecanismos protetores que atuam minimizando os danos e aumentando a
regeneracao epitelial (McCusker, 2004).

O processo inflamatério tem lugar no tecido conjuntivo e provoca
modificagdes qualitativas e quantitativas na matriz extracelular, inclusive na

mucosa nasal, como demonstrado em estudos em humanos e animais que
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estdo relatados nesta Revisdo da Literatura no item 2.2. No entanto, para
compreender adequadamente estes estudos € necessario conhecer o0s

elementos da matriz envolvidos neste processo de remodelamento tecidual.

2.1.1 Colagenos

A superfamilia dos colagenos contém pelo menos 28 tipos diferentes
de colageno (nominados numericamente seguindo a sequéncia cronolégica de
caracterizagdo) que, em conjunto, constituem as mais abundantes proteinas
encontradas no corpo (Gordon, Hahn, 2010).

Todas as moléculas de colageno sdo compostas de trés cadeias alfa
espiraladas entre si formando uma tripla hélice. Variagbes entre os colagenos
incluem diferengas na associacdo das cadeias de polipeptideos, diferentes
comprimentos de tripla hélice, interrupcdes na hélice e diferencas nas
terminagdes dos dominios helicoidais.

A superfamilia colagénica é subdividida em oito subfamilias, tendo

como base suas associag¢des supramoleculares (Nanci, 2008):

A) Colagenos fibrilares

Compreendem os tipos I, I, lll, V, XI, XXIV e XXVII. Nestes
colagenos as moléculas de polimerizam de uma maneira altamente
organizada para formar fibrilas. As fibrilas geralmente sao
compostas por mais de um tipo de colageno. Os mais conhecidos
sdo os colagenos tipo |, Il e Ill.

As fibrilas de colageno tipo | tém 50 a 100 nm de diametro,
possuem estriacdo transversal bem evidente ao microscopio
eletrbnico e alcangam altos niveis de organizagdo, se polimerizando
para formar fibras grossas e feixes de fibras. As fibras de colageno
tipo | sdo conhecidas como "fibras colagenas" presentes em grande
quantidade na maioria dos tecidos conjuntivos, como derme, 0ssos,
capsulas, fascias, ligamentos, sendo também o principal constituinte
das fibroses (Montes, 1996). Acredita-se que o colageno tipo V

regule o didmetro das fibrilas.



Revisdo da Literatura |8

Em contraste, o colageno tipo Ill esta presente nos 6rgdos que
requerem uma estrutura flexivel. Este colageno forma fibrilas de 30 a
50 nm de didmetro que se associam formando fibras finas,
conhecidas como "fibras reticulares" constituindo o arcabouco dos
orgaos parenquimatosos; geralmente durante os processos de
fibrose € o primeiro colageno a ser depositado, sendo mais tarde
substituido pelo tipo | (Martinez-Hernandez, 1988).

A Figura 1 corresponde as imagens ultraestruturais das fibras de

colageno tipo | e tipo Il

\,

Figura 1 - Levando-se em consideragdo que as duas imagens tem o
mesmo aumento, nota-se que o colageno do tipo I, a esquerda, forma
fibrilas grossas que se associam formando fibras grossas com
capacidade de resistir as forcas de tragdo, como na pele, ossos e
tendoes; por sua vez, o colageno tipo lll, a direita, forma fibrilas finas
que se associam em fibras finas presentes no arcabouco flexivel dos
oérgaos parenquimatosos

As moléculas de colageno tipo Il apresentam fibrilas de 20 a 25 nm
de didmetro que aparecem tipicamente na matriz extracelular das
cartilagens. Cada fibrila estd envolvida e interage com grande
quantidade de proteoglicanos de modo que n&o se formam fibras,

permanecendo sob a forma de fibrilas mesmo no tecido maduro.

B) Colageno da lamina basal
Corresponde ao colageno tipo IV, cujas moléculas nédo se
associam formando fibrilas, mas se agregam formando uma rede

que faz parte da constituicdo da lamina basal.
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A Figura 2 mostra a diferenca entre a organizagdo molecular dos
colagenos fibrilares (tipos I, Il e Ill) e do colageno da lamina basal

(colageno V).

moléculas de colageno (tipo I, I ou III) tripla hélice molécula de

A b \colageno tipo IV
fibrila de / B, |

, : TS S
colageno . \‘.-:\. Tan = g

’
cadeia a

Figura 2 - As moléculas de colageno dos tipos |, Il e lll se polimerizam
formando as fibrilas (e fibras) da matriz intersticial enquanto que as
moléculas de colageno tipo IV se polimerizam formando uma
estrutura em rede que é a base molecular da lamina basal. A
micrografia eletrbnica mostra a aparéncia ultraestrutural da lamina
basal, como uma estrutura subepitelial continua e das fibrilas de
colageno cortadas transversal e obliquamente (C)

C) Colagenos com hélices triplas interrompidas que se associam a
colagenos fibrilares (FACIT)

Estes compreendem os colagenos tipos IX, XllI, XIV, XVI, XIX, XX,
XXI, XXVI e XXII. Nao formam fibrilas, exibem interrupcdes diversas
na tripla hélice e se associam a colagenos fibrilares e a outros
componentes da matriz, sendo importantes na interagcdo entre os

componentes da matriz extracelular.
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D) Colagenos formadores de redes
S&o os colagenos tipo VIl e X. Estdo presentes nas cartilagens e
se organizam como uma rede, aberta e porosa com grande

capacidade de amortecer forcas compressivas.

E) Colageno formador de fibrila de ancoragem

Esta familia contém apenas o colageno tipo VII, cujas moléculas
possuem terminais ndo helicoidais incomumente grandes que se
associam entre si formando as fibrilas de ancoragem presentes na
interface entre a lamina basal e a lamina reticular subjacente. Assim
sendo, as fibrilas de colageno VII tém importante papel na coesao

entre a matriz laminar e a matriz intersticial (Figura 3).

Hemidesmossomo

\..

Lamina basal

Lamina reticular

Figura 3 - Micrografia eletronica mostrando fibrilas de ancoragem,
(setas pretas), constituidas por colageno tipo VII; se dispéem de
modo a unir elementos da lamina basal e da lamina reticular,
principalmente nas regides onde se localizam os hemidesmossomos
da célula epitelial, sendo, assim, um dos elementos que promovem a
ancoragem célula-matriz extracelular

F) Colageno formador de microfibrilas
Corresponde ao colageno tipo VI. Suas moléculas agregam-se
formando microfibrilas que participam dos processos de interagao

entre as células, os proteoglicanos e o colageno tipo |.

G) Colagenos transmembrana
Esta familia compreende os colagenos tipo XllI, XVII, XXIIl e XXV

Sao moléculas de colageno constituintes da membrana celular, que
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interagem tanto com os elementos da matriz extracelular como com
proteinas intracelulares, de modo a servir como transdutores de
sinais mecanicos e regular o comportamento da célula frente as

demandas do meio extracelular.

H) Colagenos multiplexina (formadores de endostatina)

Sao os colagenos tipo XVIIl e XV. Possuem um grande dominio
unico nao helicoidal que quando rompido por proteases
extracelulares forma endostatina, um potente inibidor da migracao

de células endoteliais e da angiogénese.

2.1.2 Glicosaminoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas

Os glicosaminoglicanos sdo moléculas glicidicas de alto peso
molecular e com grande capacidade de reter moléculas de agua. Assim sendo,
sdo responsaveis pela manutencdo do turgor tecidual e pela capacidade dos
tecidos de resistirem as forgas compressivas. Além disso, a agua adsorvida
aos glicosaminoglicanos da matriz extracelular funciona como meio de difus&o
para os nutrientes e catabdlitos (Kim et al., 2010). Diversos tipos de
glicosaminoglicanos sdo reconhecidos, como o acido hialurénico, condroitim
sulfato, dermatansulfato, heparansulfato e queratansulfato, assim denominados
pela localizagdo na qual foram descritos. No entanto, sabe-se que todos estes
glicosaminoglicanos tém distribuigdo ampla na matriz extracelular dos
diferentes o6rgdos. Com exce¢do do acido hialurbnico, os outros
glicosaminoglicanos se ligam a um eixo proteico formando macromoléculas
conhecidas como proteoglicanos. Ha varios tipos de proteoglicanos, como
decorin, fibromodulin, biglican, versican, agregan e perlecan, classificados
segundo o eixo proteico e glicosaminoglicanos que os constituem.

Além dos proteoglicanos, ha diversas glicoproteinas na matriz
extracelular com fungao de conectar elementos da matriz e das células entre si.
A fibronectina € uma importante glicoproteina presente na matriz extracelular
intersticial, que interage com glicosaminoglicanos (como o dermatansulfato),

com o colageno tipo | (ou tipo Ill) e com as integrinas na membrana celular do
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fibroblasto. A condronectina e osteonectina tém a mesma fungéo na cartilagem
e no 0sso, conectando os condrdcitos e os ostedcitos a matriz intersticial.

Por sua vez, na lamina basal, a glicoproteina adesiva é a laminina,
com dominios de ligagao para o colageno tipo IV, para o proteoglicano perlecan
e para as integrinas de membrana da célula epitelial de forma a garantir a

coesdao entre as moléculas da lamina basal entre si e com a célula (Figura 4).

m integrina

@ colageno tipo IV

——= == perlecan

membrana plasmatica
da célula epitelial

Figura 4 — Desenho esquematico mostrando a organizagao molecular da lamina
basal sob a membrana plasmatica do polo basal da célula epitelial. As moléculas
de colageno, o proteoglicano perlecan e a glicoproteina adesiva lamina se
relacionam entre si formando um todo coeso que se liga a célula através de
proteinas de membrana do tipo integrina. Esta organizagcdo possibilita a
transducao das forcas mecanicas da matriz para a célula, uma vez que, em
termos moleculares, nao ha solugao de continuidade entre a célula e a matriz

2.1.3 Matriz extracelular laminar e intersticial

Em termos gerais, pode-se dizer que a matriz extracelular apresenta
duas principais formas de organizagao: a matriz intersticial e a matriz laminar.

A matriz intersticial corresponde a matriz extracelular presente nos
tecidos conjuntivos, sintetizada por células especializadas como o fibroblasto, o
miofibroblasto, o condroblasto e o osteoblasto. A matriz intersticial &€ constituida
por elementos fibrosos, como as fibras colagenas (colageno tipo 1), fibras
reticulares (colageno tipo lll) e as fibras do sistema elastico, e por elementos
nao fibrosos, como glicoproteinas (principalmente a fibronectina) e diversos

tipos de proteoglicanos (a excegao do perlecan).
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Durante o processo de reparo do tecido conjuntivo apds uma injuria,
os miofibroblastos e fibroblastos secretam uma variedade de moléculas
extracelulares, incluindo os componentes fibrosos da matriz extracelular, os
componentes da substancia fundamental amorfa e outras moléculas
biologicamente ativas, como as metaloproteinases e seus inibidores.

Por sua vez, a matriz extracelular do tipo laminar é conhecida como
lamina basal e corresponde ao estrato de matriz continua separando o tecido
epitelial do tecido conjuntivo e também envolvendo todos os tipos de células
musculares e as células de Schwann no sistema nervoso periférico de modo
também separa-las do conjuntivo adjacente. A lamina basal somente pode ser
reconhecida ao microscoépio eletronico e é sintetizada pelas células epiteliais
em contato com o conjuntivo, pelas células musculares e pelas células de
Schwann do sistema nervoso periférico.

A matriz laminar é constituida por moléculas de colageno do tipo IV
organizadas em rede, proteoglicanos (perlecan) e glicoproteinas adesivas
(laminina). A Figura 5 mostra as principais caracteristicas morfolégicas da

matriz intersticial e laminar.

Figura 5 - Na micrografia eletrénica da esquerda nota-se um fibroblasto rodeado
pela matriz_extracelular_intersticial por ele secretada, na qual se observam
fibrilas de colageno formando fibras e espagos preenchidos por substancia
fundamental amorfa (*). A direita observa-se parte de uma célula epitelial
apoiada sobre a matriz extracelular laminar, denominada lamina basal (seta) e
uma regiao de matriz intersticial, com delgadas fibrilas de colageno (C)
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Em alguns 6rgdos, como na pele, no utero e, de maneira muito
proeminente, na arvore respiratoria, a regido superficial da matriz intersticial é
composta por uma camada de fibrilas de colageno tipo Ill, conhecida como

l&mina reticular. Esta denominacg&o deriva do fato que o colageno tipo Ill € o

principal constituinte das "fibras reticulares" da matriz intersticial. A associagéo
da lamina basal com a lamina reticular forma uma camada acidofila na regido

subepitelial denominada membrana basal, visivel ao microscépio de luz e

especialmente desenvolvida nas vias aéreas (Figura 6).

JL.Amina basal

E ILamina reticular

Figura 6 - Na imagem a esquerda observa-se um corte histolégico de mucosa
nasal, corado por Hematoxilina-eosina, no qual se distingue a proeminente
membrana basal (barra azul) imediatamente abaixo do epitélio. O desenho, a
direita, corresponde ao observado pela microscopia eletronica mostrando que a
membrana basal é constituida pela lamina basal (barra vermelha) e lamina
reticular (barra verde)

2.2 Alteragdes da mucosa nasal na rinite

As alteragdes da mucosa nasal na rinite tém sido estudadas por
diversos autores, porém ainda restam algumas controvérsias, como por
exemplo, se a descamacao epitelial estd sempre presente ou nido nos
pacientes com rinite (Braunstahl et al., 2003; Watanabe, Kiuna, 1998). Ha
indicagbes que a descamacado epitelial seja uma caracteristica tipica da
mucosa nasal de pacientes alérgicos (Amin et al., 2001).

Ja em relagéo as glandulas nasais na RA, foram descritas alteragbes
estruturais tais como distensdo dos acinos, degeneragdo e obstrugdo dos
acinos e dos ductos, dilatacdes cisticas e infiltrado eosinofilico nas gléandulas

mais superficiais (Tos, Morgensen, 1977).
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As alteracdes de matriz extracelular da mucosa nasal também foram
estudadas em pacientes com rinite. Ha dois estudos que investigaram as
alteragdes do colageno na lamina prépria da mucosa nasal de pacientes com
RA e os resultados apresentados sdo contraditérios entre si. Enquanto que
Sanai et al. (1999) ndo detectaram diferengcas na quantidade de colageno da
ldmina propria da mucosa da concha nasal inferior de pacientes com RA
comparado aos controles nao alérgicos, Kim et al. (2010) evidenciaram um
aumento de colageno significante na mucosa nasal de pacientes com RA. Mais
ainda, quando levaram em considerac¢ao a gravidade da rinite, observaram que
os pacientes com RA leve ou severa possuiam quantidades semelhantes de
colageno na mucosa nasal, sugerindo que o agravamento dos sintomas nos
casos de RA severa ndo depende da presenca de quantidades cada vez
maiores de colageno.

Merece destaque, o estudo de Mora et al. (2003), que embora nao
tenha dados especificos para a quantificagcdo do colageno, ha descricdo de

fibrose na lamina propria em 92,4% dos pacientes com RA.

2.3. Alteragoes da membrana basal da mucosa nasal na rinite

Em individuos normais, a mucosa das vias aéreas apresenta uma
membrana basal tipicamente mais espessa que outros locais do organismo.
Como ja mencionado anteriormente, esta membrana basal é constituida por: 1)
a lamina basal, onde a presenca de colageno tipo IV, laminina, nidogénio e
proteoglicano heparansulfato (perlecan) indicam que esta estrutura é
tipicamente idéntica aquela subjacente a todos os epitélios do organismo, e 2)
a lamina reticular, que corresponde um estrato com uma grande concentragéo
de finas fibrilas de colageno dispostas irregularmente, porém, sem formar
fibras, como normalmente ocorre na matriz extracelular de outros locais do
organismo (Agha-Mir-Salim et al., 1993).

Diferentes autores mediram a espessura da membrana basal para
explicar sintomas de afec¢gbes da mucosa nasal a partir de alteragdes

estruturais. Os dados obtidos sdo contraditorios, como mostrado no Quadro 1.
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Quadro 1- Espessura da membrana basal da concha nasal inferior (em um)

Espessura da membrana basal

Estudo Caracteristicas da casuistica
(wm)
. . 2 saudaveis,
Aegth;'vl(';ggg;n 17 hipertrofia da concha nasal inferior 10a15
' 1 sindrome de imobilidade ciliar
Chanez et al. .
(1999) 6 saudaveis 4a6
Sem RA: 8 autdpsias, 4 rinossinusite Sem RA - Media: 8,9;
Sanai et al. crénica e 1 tumor parassinusal Variagao: 1,8 a 15
(1999) o
Com RA: 13 pacientes Com RA - Média: 17,2;
Variagao: 5,9 a 23,0
Berger et al. A .
(2003) 8 autopsias e 8 septoplastias 14,5a 18,5

Braunstahl et

16 saudaveis

19 com RA e asma

Saudavel - Média: 8,6;
Variagao: 5,7-10,5

RA e asma - Média: 8,4;

al. (2003) Variacdo: 6,1 - 16,4
18 com RA e sem asma
RA e sem asma - Média: 8,6;
Variagao: 5,7 -12,9
Saitoh et al. ..
(2009) 6 saudaveis 47 +572

A analise deste quadro mostra que em apenas trés destes estudos
(marcados em azul) existiram grupos de individuos "saudaveis", para os quais
foram afastadas doencas nasais, inclusive a RA. Quando se leva este
parametro em consideracao, pode-se observar que a espessura da membrana
basal da concha nasal inferior em individuos normais varia de 4 a 10,5 um.

Além disso, a analise do Quadro 1 mostra que outras afecgdes,
além, da RA, provocam o espessamento da membrana basal e que, mais
importante do que o valor médio € a amplitude da variacdo da espessura da
membrana basal, que mostra-se muito elevada nos pacientes com RA
(marcados em vermelho).

Embora os dados da espessura (em micrdmetros) da membrana
basal ndo aparegam no trabalho de Mora et al. (2003), os autores fazem
referéncia a seu espessamento na concha nasal inferior em 92,3% dos

pacientes com RA.
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Considerando-se que:

a) mesmo sem a utiizagdo de métodos especificos para
identificacdo de colageno, ha evidéncias que sugerem um acumulo de
colageno na mucosa da concha nasal na RA, porém inexistem estudos sobre a
deposigao de colageno na RI;

b) ha evidéncias de espessamento da membrana basal em
pacientes alérgicos, porém inexistem estudos sobre o tema em pacientes R,

c) a RA e RI compartilham sinais e sintomas relacionados a rinite,

embora com intensidades variadas,...

... 0 objetivo geral deste trabalho € investigar, através de analise comparativa, a

distribuicdo do colageno na concha nasal de pacientes com RA e RI.

... 0s objetivos especificos sao:

- avaliar qualitativamente e quantitativamente as fibras colagénicas da lamina
propria;

- avaliar qualitativamente e quantitativamente a membrana basal,

- avaliar a existéncia de correlagcdo entre o remodelamento histopatolégico da

mucosa da concha nasal com o tempo e a intensidade da doenca.

Para tanto serdo associados métodos de identificagcdo (Picrossirius-
polarizagdo e métodos imunoistoquimicos) especificos para os colagenos tipo |,
tipo lll e tipo IV associados a métodos de quantificagdo de elementos teciduais

em microscopia de luz e eletrénica.



4. METODOS
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4.1. Aspectos éticos e local de realizagao do estudo

Esta pesquisa teve inicio apds apreciacdo e aprovacdo dos
procedimentos pela Comissdo para Analise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, sob numero 0670/07.

Durante todo o periodo da pesquisa foram seguidas as Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, contidas
na Resolucédo 196/96, do Conselho Nacional de Saude.

O estudo foi sediado na Divisdo de Clinica Otorrinolaringolégica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

O processamento do material para microscopia de luz e eletrénica
foi realizado no Laboratério de Investigagdo Médica 59 (LIM 59) - Laboratério
de Biologia Celular do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.
4.2 Casuistica

Foram estudados 28 pacientes com diagnostico de rinite persistente
e com indicagao de turbinectomia inferior parcial bilateral, associada ou nao a

septoplastia, 14 com RA e 14 com RI.

Critérios de inclus&o:

A) Pacientes de ambos os sexos, sem distingdo de raga, com
diagndstico de rinite persistente ha mais de trés anos, comprovado por histéria
clinica e exame fisico, sem melhora satisfatoria apds tratamento clinico,
mantendo obstrugdo nasal grau 2 ou 3, segundo escore de sintomas e sinais
de Mello Jr e Mion (2002).

B) Pacientes com indicagao para realizag&o de turbinectomia inferior
parcial bilateral, associada a septoplastia ou n&o.

C) Pacientes que assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
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Critérios de exclusgo:

A) Pacientes com rinite de outras etiologias, como rinite eosinofilica
ndo alérgica (RENA), gustativa, medicamentosa, hormonal, gravidica, por
drogas ou ocupacional diagnosticadas através da historia clinica, exame fisico,
exame citologico nasal e teste cutdneo de hipersensibilidade imediata para
inalantes.

B) Pacientes com doencgas sistémicas ou com outras comorbidades
das vias respiratorias, como asma, rinossinusopatia crbnica ou polipose
nasossinusal, a excegao de desvio de septo nasal.

C)Pacientes tabagistas ou usuarios de drogas ilicitas.

D)Pacientes que receberam medica¢des para rinite, pelo menos,

duas semanas antes da operacgao.

4.3 Investigacao de sintomas e sinais

Em todos os pacientes foi realizado o exame fisico completo (Anexo
A). Investigou-se a presenca e a data de inicio dos seguintes sintomas:
espirro/prurido, coriza, obstru¢cao nasal e secrec¢ao retro-nasal.

Através do exame otorrinolaringolégico completo, seguido de
endoscopia nasal, foram analisados os seguintes sinais: coloragdo, edema,
secregao, além de coloragdo e presenca de muco na parede posterior da
orofaringe.

Os sintomas e sinais foram quantificados através do Escore de
Sinais e Sintomas Nasais (Quadro 2) (Mello Jr, Mion, 2002).



Métodos |22

Quadro 2- Escore de sinais e sintomas nasais (Mello Jr, Mion, 2002)

Sintomas

Sinais

Espirros / prurido

0- Ausente

1- 1 a 4 por dia / prurido ocasional

2- 5 a 10 por dia / prurido esporadico
por 30 minutos

3- 11 ou mais / interfere com sono e /
ou concentragcao

Coloracao das conchas nasais
0- Réseo
1- Avermelhado / rosa palido

2- Vermelho / palido
3- Anémico / azulado

Coriza

0- Ausente

1- Limpeza 1 a 4 vezes ao dia
2- Limpeza 5 a 10 vezes ao dia
3- Limpeza constante

Edema das conchas nasais

0- Ausente

1- Hipertrofia da concha inferior ou
média com pequeno bloqueio nasal

2- Congestao comprometendo a
respiracdo em uma ou ambas as
fossas nasais

3- Congestao impedindo a respiragao
em uma ou ambas as fossas nasais

Obstrucao nasal

0- Ausente

1- Pequena e n&o atrapalha

2- Respiracao bucal na maior parte do
dia

3- Nao respira pelo nariz / interfere com
sono, olfato ou voz

Secregao

0- Ausente

1- A mucosa parece Umida

2- Secregéo visivel em conchas ou
assoalho da fossa nasal

3- Profusa / drenando

Secregao retro-nasal

0- Ausente

1- Sensacao de secregdo na garganta

2- Limpeza freqlente da garganta

3- Tosse e incbmodo para falar
orofaringe

Parede posterior da orofaringe

0- Normal

1- Discretamente vermelha

2- Hiperemiada e foliculos linféides
aparentes

3- Muco visivel

4.4 Teste cutaneo de hipersensibilidade imediata

Em

todos os pacientes foi realizado o teste cutaneo de
hipersensibilidade imediata (prick test) com antigenos inalatérios para acaros,

fungos, baratas, gato e cachorro (Quadro 3).
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Quadro 3- Antigenos inalatérios testados

Acaros - Dermatophagoides pteronyssinus
- Dermatophagoides farinae

- Blomia tropicalis

Fungos - Alternaria alternata
- Cladosporium herbarum

- Aspergillus fumigatus

Baratas - Blatella germanica

- Periplaneta americana

Antigenos de animais domésticos |- Canis familiaris

- Felis domesticus

De acordo com o resultado do teste cutdneo de hipersensibilidade
imediata para inalantes, os pacientes foram alocados em dois grupos com 14
individuos cada:
- Grupo Rinite Alérgica (RA): pacientes para os quais o teste
cutaneo de hipersensibilidade imediata para inalantes foi positivo (papula
maior ou igual a 3 mm).
- Grupo Rinite Idiopatica (RI): pacientes para os quais o teste
cutédneo de hipersensibilidade imediata para inalantes foi negativo

(papula menor que 3 mm).

4.5 Técnica cirargica

Todas as cirurgias foram realizadas sob anestesia geral, com
intubacdo orotraqueal. Sob visualizagcdo com endoscopio nasal de 0 grau, 4
milimetros, foi feita a vasoconstricdo das conchas nasais inferiores por meio de
algoddes com solugédo de adrenalina 1:1000, topicamente, sem infiltracdo. Foi
realizada turbinectomia inferior parcial bilateral com tesoura, seguida de
controle hemostatico com cauterizacdo do leito cruento das conchas. Os
pacientes com desvio de septo nasal foram submetidos a septoplastia,

seguindo os principios e técnicas classicas.
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4.6 Preparagao do material para analise histolégica e morfométrica

Os fragmentos das conchas nasais inferiores direita e esquerda dos
pacientes coletados durante a cirurgia foram imediatamente recortados para
obtengdo de fragmentos a serem processados para analise histolégica e

morfométrica em microscopia de luz e eletrénica.

4.6.1 Processamento do material para microscopia de luz

ApOs a coleta, os fragmentos das conchas nasais inferiores foram
imediatamente fixados em paraformaldeido 4% em tampao fosfato pH 7,0, por
24 horas. A seguir, foram desidratados em gradiente alcodlico (70° a 100°),
diafanizados em xilol e emblocados em parafina. A partir dos blocos contendo
os fragmentos foram obtidos cortes de 5 ym em micrétomo Leica RM2245 para

a realizagao de estudos morfoldgicos e morfométricos.

4.6.1.1 Coloragao pela Hematoxilina-eosina e identificagao histopatolégica

Os cortes histologicos foram desparafinados em xilol, hidratados em
gradiente alcodlico (70° a 100°) e agua e corados durante 2 minutos pela
Hematoxilina de Harris. Os cortes foram entdo lavados em agua corrente e
corados com eosina durante dez minutos; a seguir, foram lavados em agua
corrente, desidratados em gradiente alcoodlico (95° e 100°), diafanizados em

xilol e montados com laminula e entellan para analise microscopica.

4.6.1.2 Coloracao pelo Picrossirius-hematoxilina e identificagao das fibras

colagénicas

Os preparados histologicos foram corados com Picrossirius-
hematoxilina e o estudo foi realizado com auxilio do programa de analises de
imagens digitais Image Pro-Plus (Media Cybernetics, EUA) acoplado a um

microscopio de luz Nikon Opitphot.
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O corante Sirius Red é uma molécula alongada, com seis
grupamentos sulfénicos acidos e quatro grupamentos cromoféricos diazoicos.
Demonstrou-se que o0s grupamentos sulfénicos do corante interagem
fortemente com os aminoacidos basicos das moléculas dos diferentes tipos de
colageno, conferindo-lhe intensa cor vermelha, sendo assim muito apropriado
para sua identificacdo em cortes histologicos de rotina (Junqueira et al., 1979).

Os cortes histologicos foram desparafinados em xilol, hidratados em
gradiente alcodlico (70° a 100°) e agua e corados durante uma hora em uma
solucdo 0,1% de Sirius Red dissolvido em solugcdo aquosa saturada de acido
picrico. Os cortes foram entdo lavados em agua corrente e contracorados com
hematoxilina de Harris fresca durante dois minutos; a seguir, foram lavados em
agua corrente, desidratados em gradiente alcodlico (70° a 100°), diafanizados

em xilol e montados com laminula e entellan para analise microscépica.

4.6.2 Processamento do material para microscopia eletrénica

O material utilizado na obtengdo de preparagdes para microscopia
eletrbnica foi constituido por pequenos fragmentos das conchas nasais
inferiores processados segundo a rotina do Laboratério de Biologia Celular
(LIM 59) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Pequenos fragmentos das conchas nasais inferiores foram fixados
em solucdo de acido tanico 1% dissolvido em glutaraldeido 2,0% em tampé&o
fosfato 0,15M, pH 7,2, por 2 horas. A seguir, foram pos-fixados em solugao de
tetréxido de 6smio 1% em salina e contrastados em solucdo de acetato de
uranila 0,5% em salina, por 12 horas e incluidos em resina araldite. Os cortes
ultrafinos (de 70 nandmetros), obtidos em ultramicrétomo Reichert, foram
submetidos a contrastacio dupla por acetato de uranila 2% e citrato de chumbo
0,5% e estudados em microscopio eletrénico de transmisséo Jeol 1010.

A adicdo de acido tanico ao fixador aumenta o contraste de varios
componentes do tecido conjuntivo, inclusive das fibras do sistema elastico. A
concentracdo 1% de acido tanico foi suficiente para obtencdo de um contraste

regular das fibras do sistema elastico, sem prejudicar a preservagdo dos
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demais componentes celulares, conferindo uma forte eletrodensidade ao

colageno fibrilar, a elastina e as microfibrilas do sistema elastico.

4.6.3 Processamento do material para imunoistoquimica

Os cortes das conchas nasais de 4um de espessura foram
colocados em laminas silanizadas (Sigma Chemical Co; St. Louis, Missouri,
EUA) em suporte adequado.

Os anticorpos contra colageno IV e laminina utilizados para o

presente estudo estdo descritos no Quadro 4.

Quadro 4 - Anticorpos utilizados no estudo imunoistoquimico

Anticorpo Diluigédo Origem
Colageno IV 1/8000 Abcam
Laminina 1/500 Sigma-Aldrich Chemie

O processo de desparanifinizacao foi feito ao colocar as laminas em
xilol quente, a 60-65° C, durante 10 minutos e passagem rapida em 3 banhos
de xilol frio. Os cortes foram colocados em dois banhos de alcool 100°, um
banho de alcool 95° e outro de alcool 70°. A seguir, foram lavados em agua
corrente, agua deionizada e em tampé&o fosfato pH 7,4. Para o colageno |V, a
recuperacado antigénica foi feita por digestdo com pepsina por 30 minutos, a
37°C; para a laminina este processo foi realizado utilizando a proteinase K por
20 minutos a 37°C. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com agua
oxigenada 10 volumes (3%) seguida por agua corrente, agua destilada e
tampéao fosfato salino (PBS). O bloqueio das proteinas inespecificas foi feito
por caseina diluida em tampéo fosfato pH 7,4 (Synth, Sdo Paulo, Brasil) por 5
minutos em temperatura ambiente.

As laminas foram incubadas com os anticorpos primarios diluidos
em 1% de albumina de soro bovino (BSA), por 24 horas, a 4°C e
posteriormente incubadas com o anticorpo secundario Novolink (Novocastra-
Leica). O cromogeno utilizado foi diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich

Chemie, Steinheim, Alemanha). Posteriormente realizou-se a contra-coloragéo
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com Hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha) para todos os

Casos.

4.7 Estudo do colageno da matriz extracelular intersticial

4.7.1 Analise quantitativa das fibras colagénicas

A quantidade de colageno foi medida na area total da lamina propria,
incluindo a lamina reticular. Através do programa de Analise de Imagens
Digitais Image Pro-Plus foram obtidas, ao microscopio de luz, com a objetiva de
10x, dez imagens digitais aleatorias de cortes histologicos, corados pelo
Picrossirius-hematoxilina, da concha nasal inferior de cada paciente.

Utilizando uma ferramenta do mesmo programa foi possivel
selecionar e calcular a area ocupada pelo colageno e a area total do tecido
estudado (Figura 7); os resultados foram expressos em porcentagem (area do

colageno/area total x100).

Figura 7 — Micrografia mostrando, a esquerda, corte histolégico, corado com
Picrossirius-hematoxilina, de concha nasal inferior de paciente com RA. A
direita, pode-se observar a mesma imagem apds o procedimento para selegcido
da area ocupada por colageno. Barra = 100pm

4.7.2 Analise qualitativa das fibras colagénicas

Utilizou-se a microscopia com luz polarizada pela sua capacidade de
distincdo entre fibras grossas e finas de colageno, segundo Junqueira e
Montes, 1983.

A coloragédo pelo método do Picrossirius-hematoxilina faz com que

uma grande quantidade de moléculas do Sirius Red disponha-se paralelamente
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as moléculas do colageno, o que acarreta em um aumento consideravel da
birrefringéncia das fibras de colageno quando observadas na microscopia com
luz polarizada. O fenbmeno do aumento da birrefringéncia ocorre
exclusivamente com o colageno. Assim, o método da coloragdo com o
Picrossirius-hematoxilina associado a microscopia com luz polarizada € um
meétodo para deteccdo de estruturas compostas de moléculas de colageno
orientadas. Além de se mostrarem fortemente birrefringentes, as fibras que
contém colageno assumem cores e intensidades de birrefringéncia variadas,
resultantes dos diferentes graus de agregacao fisica dos diferentes tipos de
colageno.

O colageno tipo | € composto por fibrilas grossas densamente
agrupadas e consequentemente apresentam uma intensa birrefringéncia com
coloragdo amarelada ou avermelhada. Ja o colageno tipo Ill € composto por
fibrilas finas frouxamente dispostas, apresentando uma fraca birrefringéncia e
coloragao esverdeada. Entretanto, durante a fase inicial de fibrose, as fibrilas
imaturas de colageno tipo | podem apresentar a mesma birrefringéncia verde
semelhante a do colageno tipo Ill, assumindo com a progresséo da fibrose a
intensa birrefringéncia caracteristica do colageno tipo | (Junqueira, Montes,
1983; Pickering, Boughner, 1991).

Desta forma, fibras finas, como aquelas presentes no tecido de
granulagdo jovem, sao reveladas como estruturas de cor esverdeada
fracamente birrefringentes, enquanto as fibras grossas, caracteristicas de
lesdes fibroticas maduras, sdo caracterizadas por sua forte birrefringéncia e

pelas cores amarela ou vermelha (Clore et al., 1979).

4.7.3 Analise ultraestrutural do colageno

Através da microscopia eletrbnica foi possivel analisar a
ultraestrutura das fibrilas de colageno, bem como identificar os tipos de
colageno existentes na membrana basal das conchas nasais, por suas
caracteristicas morfologicas distintas.

A partir das micrografias eletrbnicas, com a utilizagdo do programa

para analise de imagens Image J (disponibilizado na pagina eletrénica do
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National Institutes of Health, EUA) foi medido o didmetro das fibrilas de
colageno presentes tanto na regido subepitelial quanto na regido profunda da
membrana basal.

Foi investigada a presencga de fibrilas de ancoragem (formadas por
colageno tipo VII) na interface da lamina basal e lamina reticular.

4.8 Analise morfométrica da espessura da membrana basal

A espessura da membrana basal foi avaliada quantitativamente em
cada corte histologico corado pelo método Picrossirius-hematoxilina. Foram
obtidas, ao microscopio de luz, com objetiva de 10x, imagens digitais de 10
campos aleatorios percorrendo toda a extensdo do tecido representado,
através do programa Image Pro-Plus. Em cada um dos 10 campos estudados,
a espessura da membrana basal foi medida em quatro pontos de maneira
aleatodria. O resultado para cada paciente foi calculado como a média das
medidas (Figura 8).

Figura 8 — Micrografia de luz de corte histolégico de concha nasal inferior de
paciente com RA. O corte foi corado com Picrossirius-hematoxilina; pode se
observar a grande quantidade de colageno na matriz intersticial. A membrana
basal aparece como uma faixa continua vermelha na regidao sub-epitelial. As
barras verdes exemplificam quatro pontos aleatérios nos quais foi medida a
espessura da membrana basal. Barra preta = 100 um
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4.9 Analise estatistica

Por ser um estudo exploratério, ndo foi realizado previamente o
calculo de tamanho minimo de amostra. A comparagao dos sinais e sintomas,
do colageno fibrilar, da espessura da membrana basal e do didmetro das
fibrilas entre os pacientes com RA e RI foi realizada por seus valores minimo e
maximo, sua média (+ ou — desvio-padrdo) e sua mediana. A distribuicdo das
variaveis numéricas foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk e a
comparagao das variancias pelo teste de Levene. Para comparacdo de médias
foram aplicados os teste t de Student ou Mann-Whitney, conforme aplicavel.

O teste exato de Fischer foi usado para avaliar a possivel
associacao entre o sexo dos individuos e o tipo de rinite.

As associagdes entre tempo e intensidade da doengca com a
espessura da membrana basal também foram estatisticamente avaliadas. As
associagbes entre variaveis categodricas foram avaliada pelo teste do qui-
quadrado. Para variaveis numéricas, as associacbes foram avaliadas pelos
coeficientes de Pearson e por modelos de regresséao.

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos
programas SPSS 17.0 e GraphPad Prism 5.01.



5. RESULTADOS
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5.1 Caracterizagao da amostra

De acordo com os critérios de inclusdo, os pacientes que
apresentaram teste cutdneo de hipersensibilidade imediata positivo foram
classificados no grupo RA. Todos eles resultaram positivos exclusivamente
para acaros.

A Tabela 1 resume as caracteristicas da amostra em relagado a
género, idade na época do estudo, idade de inicio da doenca e tempo de

evolugao da doenga.

Tabela 1 — Caracterizacdao da amostra em relagdo ao género, idade na época do
estudo, idade de inicio da doenc¢a e tempo de evolugdo da doenga

Grupo RA Grupo RI p
Sexo
Masculino 9 7
Feminino 5 7
Idade (médiazdesvio padréo) 26,07+7,79 31,29+8,65 0,106*
Idade de inicio (médiatdesvio padréo) 8,71+7,39 16,79+12,69 0,049*

Tempo de evolugao (médiatdesvio padréo) 17,36+5,77 14,50+12,40 0,194**

* teste t de Student
** teste Mann-Whitney

Dos 14 pacientes do grupo RA, nove eram do sexo masculino e
cinco do sexo feminino, enquanto que no grupo RI a distribuicdo por género foi
mais equilibrada (sete homens e sete mulheres).

A idade do grupo RA variou de 19 a 40 anos, com média de idade de
26,07 anos. Ja no grupo RI, a idade variou de 20 a 45 anos, com idade média
de 31,29 anos. A analise estatistica, pelo teste t de Student, mostrou que nao
existe diferenga entre os grupos em relagéo a idade (p=0,106).

Em média, os sintomas no grupo RA tiveram inicio por volta dos 9
anos de idade, enquanto que, no grupo RI, os sintomas apareceram
significativamente mais tarde (p=0,049), em média aos 17 anos, pelo teste t de
Student.

Em relacdo ao tempo de evolugdo da doenga o0s grupos eram

homogéneos entre si, uma vez que ndo foi possivel encontrar diferenca
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significativa pela comparacdo estatistica pelo teste de Mann-Whitney
(p=0,194).

5.2 Sintomas e sinais

A Tabela 2 apresenta o resultado da investigagdo da presenca de

sintomas e sinais para os pacientes dos grupos RA e RI.

Tabela 2 — Média e desvio padrao de sintomas e sinais nos grupos e resultado
da analise estatistica por teste t de Student

Grupo RA Grupo RI P

Sintomas

Espirro/Prurido 2,29+0,91 1,00x1,04 0,002

Coriza 1,64+0,75 0,71+0,73 0,003

Obstrucao nasal 3,00x0,00 3,00x0,00 *

Secrecao retro-nasal 0,93+0,73 0,50+0,86 0,166
Sinais

Coloragéao 2,07+0,92 1,14+0,36 0,003

Edema 1,36+0,93 0,64+0,63 0,003

Secrecéo 1,36+0,93 0,14+0,36 <0,001

Orofaringe 0,6410,63 0,211+0,43 0,047

* teste nado valido por variancia nula

A analise estatistica pelo teste t de Student mostrou que os sintomas
de espirro/prurido e coriza foram significantemente maiores no grupo RA, assim
como os sinais de coloragdo, edema, secrecido e aspecto da parede posterior

da orofaringe.
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A Tabela 3 mostra os resultados do escore de sintomas, escore de
sinais e no escore total nos Grupos RA e RI. Pode-se observar que os escores
de sintomas, de sinais e o escore total mostraram-se significativamente

maiores no grupo RA, pelo teste t de Student.

Tabela 3 — Média e desvio padrao de escore de sintomas, escore de sinais e
escore total nos grupos e resultado da analise estatistica por teste t

de Student
Grupo RA Grupo RI P
Escore de sintomas 7,86x1,75 5,21+1,97 <0,001
Escore de sinais 5,43+2,44 2,14+1,29 <0,001
Escore total 13,29+3,71 7,36+3,10 <0,001

5.3 Analise das fibras colagénicas na lamina propria

5.3.1 Analise qualitativa em microscopia de luz

As laminas coradas com Hematoxilina-eosina foram avaliadas do
ponto de vista histopatologico. As l|adminas coradas pelo Picrossirius-
hematoxilina foram examinadas sob luz convencional ou polarizada para

estudo das fibras colagénicas (Figura 9).
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Figura 9 — Micrografias obtidas com objetiva 20X de cortes histologicos seriados, de
concha nasal de pacientes com RA (A, C e E) ou RI (B, D e F) corados com Hematoxilina-
eosina (A e B), Picrossirius-hematoxilina observados sob luz convencional (C e D) e sob
luz polarizada (E e F). Com a coloragdo com Hematoxilina-eosina, a lamina prépria (LP)
dos pacientes RA (A) apresenta-se mais rica em fibras colagenas coradas em rosa que
nos pacientes Rl nos quais mostra-se mais celularizada (B). O Picrossirius mostra que
na LP dos pacientes RA (C), a quantidade de fibras que contém colageno, coradas por
vermelho intenso, € maior do que na Rl (D). Ja o método da Picrossirius-polarizacido
permite observar que nos pacientes RA, as fibras colagénicas apresentam maior
densidade e birrefringéncia amarelo-avermelhada, tipica das fibras grossas de colageno
tipo |1 (E) enquanto que nos pacientes RI, estas fibras sdo finas e de birrefringéncia
esverdeada (F). As setas apontam para a regido da membrana basal. Observar a
membrana basal, corada em rosa pela eosina (A e B). Nos cortes corados com
Picrossirius pode-se comprovar a natureza colagénica da membrana basal corada em
vermelho intenso quando observada na luz convencional (seta C e D) e birrefringente
quando observada sob luz polarizada (seta em E e F). Observar que a membrana basal
dos pacientes Rl possui menor espessura média e menor birrefringéncia quando
comparada com a membrana basal dos pacientes RA
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Conclui-se desta que a lamina prépria dos pacientes com RA,
apresentou fibras colagénicas grossas (que aparecem tipicamente nas lesdes
fibréticas) que tomavam grande parte do tecido, enquanto que os pacientes
com RI apresentaram fibras colagénicas mais delgadas, formando uma

delicada trama tridimensional na lamina propria.

5.3.2 Analise quantitativa em microscopia de luz

A fragédo de tecido ocupada por colageno fibrilar foi calculada para
todos os pacientes. O teste t de Student mostrou que o grupo de pacientes
alérgicos apresentou maior densidade de colageno na lamina prépria. Os

resultados estdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Média e desvio padrao da fragdo de tecido ocupada por colageno
fibrilar nos grupos RA e RI

Grupo RA Grupo RI p*

Colageno fibrilar (%) 58,89 +11,83 46,24 +10,29 0,005

*teste t de Student

5.3.3 Avaliacao da lamina prépria em microscopia eletrénica

Os resultados da analise do colageno na lamina propria, ao
microscopio eletrénico, estdo resumidos na Figura 10. Nos pacientes com RA
havia grande quantidade de fibrilas de colageno formando fibras grossas
enquanto que nos pacientes com RI, o colageno da lamina prépria era

constituido por fibrilas frouxamente empacotadas formando fibras finas.
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Figura 10 — Micrografias eletronicas de fragmentos da concha nasal inferior de
paciente com RA e RI. As imagens representam as fibras colagénicas
(contornadas em vermelho) da lamina prépria. Na imagem representativa dos
pacientes com RA (A), as fibrilas de colageno (que aparecem cortadas
transversal e obliquamente) estdo densamente empacotadas ocupando a maior
parte da figura, formando duas fibras colagenas grossas separadas por um
prolongamento celular (seta). Ja na imagem representativa dos pacientes com Rl
(B), as fibrilas colagénicas se apresentam frouxamente empacotadas formando
fibras mais finas. Barra = 1ym

E possivel estabelecer uma correspondéncia entre os achados da
microscopia eletrbnica e os achados do método da Picrossirius-polarizacao, de
modo que as fibras colagenas formadas por grande quantidade de fibrilas
densamente empacotadas dos pacientes com RA correspondem as fibras de
birrefringéncia avermelhada mostradas na Figura 9E. Ja as fibras finas
formadas por poucas fibrilas frouxamente empacotadas dos pacientes com Rl
correspondem as fibras de pouca birrefringéncia, esverdeadas, da Figura 9F.

5.3.4. Associagao entre o tempo de doenga e quantidade de colageno na

lamina proépria.

Nao foi encontrada correlagédo estatisticamente significativa entre o
tempo de evolugdo da doenca e a area ocupada por colageno na lamina
prépria nem entre os pacientes RA (p=0,454) e nem entre os pacientes RI
(p=0,805).
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5.4 Analise dos colagenos da membrana basal

5.4.1 Analise qualitativa em microscopia de luz

Usando-se os preparados histologicos corados com o Picrossirius-
hematoxilina, foi realizada a medida da espessura da membrana basal, uma
vez que estas estruturas podiam ser perfeitamente distinguidas pela intensa

coloracao vermelha ao microscépio de luz convencional (Figura 11).

Figura 11 — Micrografias de mesmo aumento mostrando cortes histolégicos, de
concha nasal corados com Picrossirius-hematoxilina, de pacientes com RA (A) e
com RI (B). Pode-se observar que a membrana basal (seta) apresenta-se mais
espessa nos pacientes com RA. Barra = 100pm

5.4.2 Andlise quantitativa em microscopia de luz

Com os dados coletados para a avaliacdo quantitativa da espessura
da membrana basal, o teste estatistico t de Student mostrou que a membrana
basal da concha nasal inferior de pacientes RA é significantemente mais

espessa que de pacientes Rl (Tabela 5).

Tabela 5 — Espessura da membrana basal de pacientes com RA ou RIl, em pm.

Grupo RA Grupo RI p*
Média + desvio padrao 30,06 + 6,93 20,15+ 7,91 0,002
Valor maximo 40,25 36,73

Valor minimo 20,66 10,28
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5.4.3 Associagao entre a espessura da membrana basal e a intensidade da

doencga

As variagbes de espessura na membrana basal nao se
correlacionaram com a intensidade dos sintomas (espirros/prurido, coriza,
obstrugdo nasal, secregao retro-nasal) ou dos sinais (coloragéo, secrecao e
com alteragbes da parede posterior da faringe). No entanto, o modelo de
regressdo linear mostrou que, nos pacientes com RA, ha uma correlagéo
positiva (p=0,029) entre a espessura da membrana basal e “edema”, um dos
sinais analisados ao exame fisico (Grafico 1). O coeficiente de determinacéo

(rz) foi de 0,337, o que caracteriza uma correlagéo positiva moderada.

Grafico 1 — Regressaéo linear entre espessura da membrana basal e escore para
sinal de “edema” no exame fisico dos pacientes com RA
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5.4.4 Associacao entre a espessura da membrana basal e o tempo de

doencga

Nao foi encontrada correlagédo estatisticamente significativa entre o
tempo de evolugdo da doenca e a espessura da membrana basal nos
pacientes RA (p = 0,727) ou Rl (P = 0,781).
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5.4.5 Avaliagao qualitativa e quantitativa da membrana basal em

microscopia eletronica

Através do uso da microscopia eletrdnica, foi claramente identificada
a regiao da membrana basal, com seus componentes (lamina basal e lamina

reticular) (Figura 12).

Figura 12 — Micrografias eletronicas da concha nasal de pacientes com RA (A e C) ou RI
(B e D). Nas micrografias de menor aumento (A e B) é possivel observar, na parte
superior, células do epitélio de revestimento da concha nasal (epit). A regido da
membrana basal esta delimitada entre as linhas tracejadas nas duas micrografias.
Abaixo da regido da membrana basal, encontra-se o tecido conjuntivo propriamente dito
(conj.). Nas micrografias de maior aumento (C e D) notam-se as porgdes basais de
células epiteliais apoiadas na lamina basal (LB) e toda regido a ela corresponde a lamina
reticular rica em fibrilas de colageno associadas ao material amorfo. As setas apontam
para fibrilas de colageno tipo VII que fazem a ligagao entre as fibras de colageno da
lamina reticular e a lamina basal. Barraem A e B =5um; BarraemCe D =0,2 ym
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Tanto nos pacientes com RA como naqueles com RI, a lamina
reticular era o constituinte mais espesso com a tipica concentracédo de fibrilas
de colageno, regido subjacente a lamina basal.

A anadlise das micrografias eletrobnicas de maiores aumentos revelou
que as fibrilas de colageno da lamina reticular dos pacientes com RA estavam
distribuidas mais frouxamente na substéncia fundamental amorfa, deixando
maior espaco entre as fibrilas, enquanto que nos pacientes com RI, estas
fibrilas eram mais proximas entre si, deixando menor espaco interfibrilar. Além
disso, as micrografias sugeriam que o didmetro médio das fibrilas de colageno
nos pacientes com Rl fosse maior (Figura 13).

Figura 13 - Micrografia eletronica, de mesmo aumento, da lamina reticular da
concha nasal de paciente com RA (A) e Rl (B). Observar que, aparentemente, o
diametro das fibrilas de colageno é maior em RI. No grupo RA, as fibrilas
parecem mais finas e mais frouxamente empacotadas, enquanto que no grupo
R, as fibrilas parecem mais grossas e densamente empacotadas, Barra = 200nm
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Os resultados das medidas dos diametros, em perfil transversal, das
fibrilas de colageno na lamina reticular dos dois grupos de pacientes esta

mostrado na Tabela 6.

Tabela 6 — Dados descritivos do diametro das fibrilas de coldgeno da membrana
reticular nos pacientes com RA ou Rl, em nm

Grupo RA Grupo RI p*
Mediana (amplitude interquartil) 38 (8) 45 (12) < 0,001
Valor maximo 54 75
Valor minimo 25 28

*teste de Mann-Whitney

A anadlise da distribuigdo dos didmetros das fibrilas de colageno
mostra que os pacientes com RI apresentam uma populacédo de fibrilas mais
grossas (46,73 + 9,25, média e desvio padrdao, em nm) com uma distribuicdo
mais ampla e heterogénea com variagao principalmente entre 31 a 70 nm. Em
contraste, nos pacientes com RA, as fibrilas eram mais finas (38,17 £ 5,2) com

didmetros mais uniformes, concentrados entre 31 e 50 nm. (Gréfico 2).

Grafico 2 — Histograma ilustrando a freqiiéncia dos diametros das fibrilas
colagenas medidos na lamina reticular da mucosa nasal nos grupos RA e RI
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5.4.6 Analise imunoistoquimica da lamina basal

Os resultados obtidos no estudo imunoistoquimico da laminina e do
colageno tipo IV, principais constituintes da Iamina basal, revelam que ndo ha
diferencgas significativas entre os grupos RA e RI na distribuicdo de laminina e
de colageno V.

Estes resultados estao ilustrados na Figura 14.

GRS ANED,, o

Figura 14 - Fotomicrografias de cortes histolégicos de concha nasal inferior
submetidos a reagdo imunoistoquimica para identificagcdo de laminina (A e B),
colageno tipo IV (C e D). As imagens A e C correspondem a pacientes com RA,
enquanto que B e D correspondem a pacientes com Rl. Ambas proteinas
limitam-se a lamina basal seja do epitélio de revestimento (seta preta), do
epitélio glandular (seta rosa), das células endoteliais (seta vermelha) ou das
células musculares lisas (seta amarela). Observar que nao ha diferengas entre
0s grupos
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Uma vez que a septoplastia associada a turbinectomia é um
procedimento frequente na cirurgia otorrinolaringologica foi possivel reunir no
tempo destinado ao Doutorado a casuistica estudada, apesar das limitagcdes
impostas pelos critérios de inclusdo e exclusdo. A proposta para realizagao do
teste cutaneo de hipersensibilidade imediata foi aceita sem maiores problemas
por todos os pacientes convidados a participar do estudo. Nao houve problema
algum para o entendimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
apresentado. Nao houve complicagdes intra ou pdos-operatorias, sendo que
todos os pacientes foram acompanhados durante dois meses apos a cirurgia.

O grupo de pacientes RA nao se distinguiu do grupo de pacientes RI
em relacado a idade. Esta observacido é importante, pois desta forma, ndo se
pode atribuir a idade as diferengas encontradas neste estudo na organizagéo
do colageno na mucosa nasal nos dois grupos.

A casuistica estudada reproduz as caracteristicas descritas na
literatura cientifica para esses grupos de pacientes inclusive no que diz respeito
a idade de inicio dos sintomas (Settipane, Charnock, 2007), que se mostrou
mais avangada no grupo RI (por volta dos 17 anos) do que no grupo RA (com
inicio por volta dos 9 anos). Ja ao analisar o tempo de evolugdo da doenga,
observa-se que os dois grupos eram homogéneos entre si.

A aplicacdo do Questionario de Sinais e Sintomas, proposto por
Mello Jr e Mion (2002) para estabelecimento de um escore que avalia a
intensidade da doenca foi fundamental para a caracterizacdo da amostra. E um
questionario de facil aplicagcdo, obtendo um resultado em pouco tempo. Na
amostra deste estudo, os sintomas de espirro/prurido e coriza foram mais
intensos no grupo RA. Os estudos de Sanico e Togias (1998) e Kalpaklioglu e
Kayut (2009) obtiveram os mesmos resultados, comparando-se também
pacientes com RA com pacientes com RI. Da mesma forma que nos estudos
de Kalpaklioglu e Kayut (2009) e Bernstein (2009), os sintomas de obstrucéo
nasal e de secregdo retro-nasal se mostram iguais entre os dois grupos,
ressaltando-se que ambos apresentaram escore maximo para obstru¢ao nasal
(valor 3), o que reforca a indicagdo de tratamento cirurgico para esses

pacientes.
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Os sinais detectados ao exame fisico, como a palidez aparente e o
edema da concha nasal, além do aspecto da parede posterior da orofaringe e
presenga de secregao foram mais prevalentes no grupo RA do que no grupo
RI. Estes sinais provavelmente derivam do quadro inflamatério que se instala
na mucosa nasal dos individuos alérgicos. O aumento de permeabilidade dos
capilares promovido pela histamina leva ao acumulo anormal de liquido na
matriz extracelular, provocando inchaco e palidez superficial da mucosa; mais
ainda, a histamina acelera a produgao e a secregéo glandular, com rinorréia e
irritacdo da parede posterior da orofaringe.

Como decorréncia do processo inflamatério que se estabelece nos
individuos alérgicos ocorre destrui¢cao tecidual com morte celular e fibrose, uma
vez que no local da lesdo ocorre a deposicdo de um tecido rico em fibras
colagenas que caracteriza o processo de cicatrizagao.

A fibrose é um processo caracteristico comum presente em diversas
entidades patoldgicas. Em algumas doengas, o processo de reparagdo € um
estado progressivo, levando um acumulo significante de colageno que pode
ocasionar alteragdes do parénquima do tecido envolvido. Quando depositado, o
colageno passa por um processo de maturagdo altamente regulado que
aumenta sua forgca mecanica e sua resisténcia a degradacéo, sendo que neste
processo estdo envolvidas ligagdes intermoleculares cruzadas aumentadas e
perda progressiva de substancia fundamental amorfa e da agua nela adsorvida
(Nimni, 1980).

O padrdo de distribuicdo e organizagdo espacial do colageno na
ldamina prépria da concha nasal inferior de individuos normais (teste cuténeo
negativo e sem sintomas clinicos) foi descrito por Van Bruaene et al. (2009) em
um estudo usando o método da Picrossirius-polarizagdo como utilizado neste
trabalho. A lamina prépria da concha nasal normal mostrou a presenga de
fibras finas, fracamente birrefringentes, esverdeadas, que ocupavam cerca de
35% da area tecidual. As fibras grossas, fortemente birrefringentes foram
observadas apenas ocasionalmente.

Nos pacientes do grupo RA a fibrose resultante da inflamagao
continuada levou ao acumulo de colageno fibrilar, que aparece ocupando cerca

de 60% da lamina propria no presente estudo. Isso significa que a fragao de
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tecido ocupada por colageno praticamente dobrou nos pacientes com RA. Além
disso, a microscopia eletrbnica mostra que a maior parte deste colageno
apresenta-se sob a forma de fibras grossas formadas por fibrilas grossas e
densamente empacotadas, de modo a restar pouco espaco tecidual para as
células e para a substancia fundamental amorfa; por consequéncia, pode-se
supor que ha menor transito de nutrientes devido a menor quantidade de agua
tecidual adsorvida, o que, em ultima analise, dificultaria mais ainda a
recuperacao tecidual.

O aumento na quantidade de colageno na mucosa nasal de
pacientes alérgicos ja havia sido descrito por Kim et al. (2010), com a
comparagao com controles saudaveis. Embora estes ultimos autores tivessem
utilizado um método (Van Gieson) n&o especifico para colageno, os nossos
resultados coincidem, mostrando que 60% da area da lamina prépria da
concha nasal esta ocupada por colageno nos pacientes com RA.

No entanto, estes resultados contrastam com aqueles de Sanai et al.
(1999) que afirmam ndo ter encontrado diferencas na quantidade de colageno
na lamina prépria da concha nasal de individuos normais comparados a
individuos com RA. Vale comentar que dos 13 individuos do grupo controle
nenhum deles realizou teste cutdneo de hipersensibilidade imediata, sendo que
8 eram casos de autopsia, 4 eram casos de rinossinusite cronica (que em
ultima analise é uma inflamagdo da mucosa nasal) e um deles tinha um tumor
parassinusal (que também promove alteracdo do tecido adjacente). Desta
forma, ndo é de se espantar que Sanai et al. (1999) ndo tenha encontrado
diferenga na quantidade de colageno nos individuos com RA quando
comparados aos pacientes deste grupo, que foi inadequadamente considerado
por eles como controle.

O tecido fibrético se modifica ao longo dos dois primeiros anos apos
a lesdo e as avaliagdes histologicas da maturidade de um processo de
cicatrizagdo sdo de consideravel valor para analise. No entanto, no caso das
amostras deste estudo, todos os individuos com RA tinham mais que 9 anos de
tempo de doencga, o que caracteriza uma lesdo ja madura, rica em fibras
grossas de colageno, que se mostram com forte birrefringéncia amarelo-

avermelhada quando analisadas pelo método da Picrossirius-polarizacdo. Uma
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vez que a fibrose estava consolidada pelo avangado tempo de doenga em
todos pacientes com RA, nao foi possivel encontrar correlacdo entre a
quantidade de colageno e o tempo de doenca. E possivel aventar a hipétese
que a inclusdo no grupo de estudo de pacientes com pouco tempo de RA
(menos que dois anos) levaria a identificagdo da correlagdo entre quantidade
de colageno na lamina propria e tempo de doencga. Esta possivel deposigao de
colageno gradativa nos primeiros dois anos, pode explicar os achados de
Ciprandi et al. (2008b) que mostrou uma piora da fungdo nasal apos dois anos
de doenca.

Esta quantidade maior de colageno estabelecida diminui a
complacéncia e a resiliéncia teciduais, como acontece em outros 6rgaos, como
no pulméo na doencga pulmonar obstrutiva crénica (Hogg et al., 2009) ou no
coragao como na cardiomiopatia hipertréfica (Ellims et al., 2014). Assim sendo,
a fibrose da concha nasal nos pacientes com RA pode explicar a
irreversibilidade da obstrugdo nasal no teste de descongestdo em doentes
cronicos (Ciprandi et al. 2008a), mesmo que sejam criangas (Chawes et al.,
2009).

Ja no grupo RI, a lamina propria da concha nasal mostra menor
quantidade de colageno total que o grupo RA, sendo que os valores
encontrados neste estudo sdo semelhantes aqueles descritos por Van Bruaene
et al. (2009) para a concha nasal normal. Mais ainda, o aspecto estrutural das
fibras colagénicas da concha nasal dos pacientes Rl & semelhante aquele
descrito para individuos normais, com presenga predominante de colageno sob
a forma de fibras finas, esverdeadas fracamente birrefringentes tipicas dessa
localizagao, indicando que os sintomas da Rl ndo derivam de fibrose tecidual.

Os achados ultraestruturais confirmam os resultados obtidos pelo
método da Picrossirius-polarizagdo, mostrando, na lamina propria dos
pacientes com RA a presenga em grande quantidade de fibrilas grossas de
colageno densamente empacotadas formando fibras grossas, correspondentes
as fibras fortemente birrefringentes avermelhadas observadas pelo método da
Picrossirius-polarizacéo. Por sua vez, na lamina prépria dos pacientes com R,

a analise ultraestrutural foram identificadas fibrilas finas de colageno
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frouxamente empacotadas formando fibras finas, que correspondem as fibras
de pouca birrefringéncia, esverdeadas.

Mais uma vez, como ja preconizado por Montes (1996), confirma-se
que a analise das fibras de colageno através do método da Picrossirius-
polarizacdo, associada ao estudo ultraestrutural € uma eficiente ferramenta
para caracterizacdo de processos cicatriciais fibréticos, nos quais ha a
substituicdo do colageno tipo Il (tipicamente sob a forma de fibras finas
fracamente birrefringentes) por colageno tipo | (tipicamente sob a forma de
fiboras grossas fortemente birrefringentes), dispensando o uso de
imunoistoquimica para caracterizacao deste padrao de alteragao tecidual.

Em todos os preparados foi possivel identificar de modo inequivoco
a presenca da membrana basal subepitelial espessa, tipica das vias aéreas.
Levando-se em consideracdo que a espessura da membrana basal de
individuos sem rinite esta na faixa dentre 4,0 a 10,5 ym (Chanez, et al., 1999;
Braunstahl et al., 2003; Shaitoh et al., 2009), os nossos dados mostram que a
espessura da membrana basal triplicou nos pacientes com RA e duplicou nos
pacientes com RI, com diferenga significativa entre eles. Outros estudos,
realizados em seres humanos, ja haviam detectado o aumento da espessura
da membrana basal da concha nasal de pacientes com RA (Sanai et al., 1999;
Braunstahl et al., 2003). Aléem disso, estudos em modelos animais, confirmaram
a presenca de fibrose na regido subepitelial correspondente a membrana basal
apos repetida exposicéo a alérgenos (Lim et al., 2007).

E interessante observar que este aumento de espessura ndo se fez
as custas da lamina basal, uma vez que a laminina e o colageno tipo IV (que
sdo os principais componentes da lamina basal) ndo apresentaram alteragcéo
de quantidade ou distribui¢cao tanto nos pacientes com RA como naqueles com
RI; além disso, ao microscépio eletrbnico a lamina basal mostrou aspecto
normal, quanto a espessura, integridade, eletrondensidade e a organizagéo
estrutural; ndo foram observadas delaminag¢des ou reduplicacdo de lamina
basal como acontece em alguns tecidos em processo de reparo (Vracko,
1974). Também em individuos asmaticos, a lamina basal do epitélio bronquico

nao apresenta alteragbes (Roche et al., 1989; Vignola et al., 2003).
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Assim sendo, o grande aumento da espessura da membrana basal
da concha nasal observado especialmente nos pacientes com RA deve-se a
um aumento da l&mina reticular (constituida por fibrilas de colageno tipo Il e
substancia fundamental), exatamente do mesmo modo que ja havia sido
observado na parede bronquica de individuos asmaticos (Saglani et al., 2006).

A fibrose subepitelial brébnquica em pacientes asmaticos ocorre em
decorréncia da deposi¢gdo de imunoglobulinas, colageno | e lll, tenascina e
fibronectina, que s&o produzidas por miofibroblastos (Roche et al., 1989;
Brewster et al. 1990). O TGF-p tem um papel importante no desenvolvimento e
na manutengéo da resposta fibrética, assim como as interleucinas 4, 5, 9, 11 e
13 (Romagnani, 2000; McMillan, Lloyd, 2004).

A idéia de que existe uma relacdo positiva entre a espessura da
membrana basal bronquica e a gravidade dos sintomas da asma (Chetta et al.,
1997), nos levou a investigar se nos pacientes com rinite haveria também essa
correlacdo. O tratamento estatistico, realizado com os dados obtidos através do
escore de sinais e sintomas, mostrou que esta correlagdo esta presente
apenas nos pacientes com RA para o sinal "edema". Importante notar que, na
pratica clinica, este sinal reflete o volume da concha nasal inferior visualizada
na rinoscopia.

Sabe-se que o edema, em termos patoldgicos, € definido como
acumulo de liquido intersticial. As causas que podem levar ao excesso de
liquido tecidual se classificam em quatro grandes grupos: bloqueio do retorno
linfatico, aumento da pressao capilar, diminuicido das proteinas plasmaticas e
aumento da permeabilidade capilar (Hall, 2011). No caso da RA, o edema da
concha nasal deve-se ao aumento da permeabilidade capilar provocado por
reacbes imunes que causam a liberacdo de histamina e outros produtos
imunologicamente ativos. Sabe-se também que os proteoglicanos
desempenham um papel essencial na regulacdo do metabolismo da agua
adsorvendo ou liberando fluidos. A luz destes conhecimentos é possivel
interpretar o nosso achado da existéncia de maior espaco entre as fibrilas de
colageno tipo Ill da membrana basal como sendo a imagem ultraestrutural do
edema subepitelial nos pacientes com RA, uma vez que o liquido intersticial em

excesso se acomoda como agua de solvatagdo adsorvida aos proteoglicanos
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da sustancia fundamental amorfa contribuindo para o maior turgor tecidual, que
clinicamente interpreta-se como edema.

Sabe-se que a polimerizagdo das moléculas de colageno para a
formagéo das fibrilas e fibras depende grandemente dos outros componentes
da matriz extracelular, como os proteoglicanos, as glicoproteinas adesivas e as
metaloproteinases, portanto, é de se esperar que estes apresentem também
alteragdes quantitativas e qualitativas na lamina reticular, devendo ser o foco

de futuros estudos.



7. CONCLUSOES
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Alteragbes da mucosa nasal ocorrem na RA, sendo caracterizadas
pelo aumento da espessura da membrana basal e por uma fibrose na lamina
prépria. Na RI, apesar do espessamento da membrana basal, observou-se uma
ldamina prépria com aspecto estrutural semelhante aos pacientes normais,
indicando que a fisiopatologia envolvida ndo deriva de fibrose tecidual como
verificado nos pacientes alérgicos. Observou-se ainda a correlagdo entre a
espessura da membrana basal e o edema das conchas nasais inferiores

presente nos pacientes alérgicos.



8. ANEXO
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Anexo A

Identificacao:

Tendéncia: Piorando ( ) Melhorando ( ) Inalterado ( )
Sintoma: Perene ( ) Sazonal (') Perene com piora Sazonal ( )

Piora: diurna ( ) noturna ( ) variagdo geografica ( )

Sintomaoculari.......cooeiieiii Sintoma auricular:..........cooceeieeean...
Sintoma Cutaneo:......ccccoeeveeieeen... Sintoma sinusal:..........coeeeiiiiianl.
Epistaxe:.....cccccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiin, Broncoespasmo:...........ccceeeeeeeeiennnnes

Espirros/Prurido Coriza | Obstrucédo Nasal Secrecao Retro-nasal
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Fatores Agravantes:

Alérgenos:

Poeira....... Fungos....... Paina:...... Piretro:...... La:...... Penas.......
Pelos:...... Outros......

Inespecificos:

Irritantes:............ Alteragdes meteorologicas............. Exercicios.......
Stress:...... Ciclo menstrual....... Gravidez.......

Drogas:

AAS....... ACO....... Anti-hipertensivos....... Outros.......

{41 0 o

Aspectos Ambientais:

Adequado ( ) Inadequado ( )

Urbano ( ) Rural ( ) Poluente perto?:...........ueieeiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeiie
Tipo de construgao:.........coeevvvvviciiennennn. Ventilagao:........eceeeiiieeeeeen.
Tapete/carpete....... Cortina:...... Colchéao.......
ANIMAIS: ..

Aspectos Ocupacionais:
Melhora ( ) Piora ( ) Inalterado ( )

Exposig¢ao: Poeira ( ) Fumaca ( ) Vapores ( ) Gases ( )
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Exame Fisico:

Coloracao Edema Secrecao Faringe

Melhora ( ) Sem resposta ( )
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