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Resumo

Zappelini CEM. Padrao imuno-histoquimico da mucosa nasal de portadores de
rinossinusite crénica com e sem exposicdo a fibras do algodéo e controle.
Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo
Paulo. Ribeirdo Preto. 2019.

A rinossinusite croénica (RSC) é uma doenca inflamatdria da mucosa nasal, e pouco
tem sido relacionada a exposicao no ambiente de trabalho, em especial ao algodéo.
Atualmente, uma série de citocinas e quimiocinas tem sido estudada para elucidagéo
das caracteristicas imunoldgicas que levam ao desenvolvimento da doenca.
Objetivos: Caracterizar a exposi¢cao ao algodao como indutora de RSC e determinar
o padrdo de resposta inflamatoria imuno-histoquimica da mucosa nasal de
individuos expostos ou ndo ao algodédo e que desenvolveram RSC. Casuistica e
Metodos: Por meio de questionario baseado no EPOS e SNOT-22 foi realizado
diagnostico clinico de RSC em individuos expostos ao algodao no ambiente de
trabalho. Ap6s a confirmacdo diagnostica com tomografia computadorizada e
nasofibroscopia flexivel foi realizada biopsia na mucosa de concha média de
pacientes com diagnostico clinico de RSC para analise da expressao de IL-4, IL-5,
IL-10, IL-17 e IL-33. A analise foi realizada também em grupo com RSC sem
exposicdo ao algoddo e controle sem RSC. Resultados: Todos os individuos
expostos ao algoddo com sintomatologia sugestiva de RSC apresentaram padrao
histolégico com aumento da expressdo de IL-4, IL-5, IL-10, IL-17 e IL-33.
Conclusdes: O presente estudo comprovou a estreita relagéo entre a exposicédo ao
algodao no ambiente de trabalho e o surgimento de uma resposta inflamatéria com
aumento da expressdo das interleucinas estudadas. A possivel instituicdo de
terapias/medicamentos que inibissem a expressado dessas citocinas poderia auxiliar
na diminuigdo do processo inflamatodrio presente na RSC e/ou no desencadeamento
da doenca.

Palavras chaves: Algodao. IL-4. IL-5. IL-10. IL-17. IL-33. Rinossinusite.
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Zappelini CEM. Immunohistochemical pattern of the nasal mucosa of patients
with chronic rhinosinusitis with and without exposure to cotton fibers and
control. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de S&o Paulo. Ribeirdo Preto. 2019.

The chronic rhinusinusitis (CRS) is an inflammatory disease of the nasal mucosa,
and has been little related to exposure in the work environment, especially to cotton.
Currently, a number of cytokines and chemokines have been studied to elucidate the
immunological characteristics that lead to the development of the disease.
Objectives: To characterize exposure to cotton as an inducer of CRS and to
determine the pattern of inflammatory immune-histochemical response of the nasal
mucosa of individuals exposed or not to cotton and who developed CRS. Casuistic
and Methods: Using a questionnaire based on EPOS and SNOT-22, a clinical
diagnosis of CRS was performed in individuals exposed to cotton in the work
environment. After diagnostic confirmation with computed tomography and flexible
nasofibroscopy, biopsy was performed on the middle concha mucosa of patients with
clinical diagnosis of CRS to analyze the expression of IL-4, IL-5, IL-10, IL-17 and IL-
33. The analysis was also performed in a group with CRS without exposure to cotton
and control without CRS. Results: All individuals exposed to cotton with symptoms
suggestive of CRS had a histological pattern with increased expression of IL-4, IL-5,
IL-10, IL-17 and IL-33. Conclusions: This study confirms the close relationship
between exposure to cotton in the workplace and the appearance of an inflammatory
response with increased expression of interleukins studied. The possible institution of
therapies / drugs that inhibit the expression of these cytokines could help in the
reduction of the inflammatory process present in CRS and in the onset of the
disease.

Key words: Cotton. IL-4. IL-5. IL-10. IL-17. IL-33. Rhinosinusitis.
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A rinossinusite crénica (RSC), uma das doencgas cronicas mais comuns, é
definida como uma condicdo de inflamacéo na mucosa dos seios paranasais que
persiste por mais de 12 semanas. A prevaléncia da RSC foi relatada entre 6 e 27,1%
(Hastan et al., 2011). Se apresenta com obstrucdo, secrecdo nasal, hiposmia, tosse,
cacosmia, cefaleia, entre os principiais sintomas. Ao exame fisico sdo encontradas
hipertrofia de conchas nasais, deformidade septal, polipos nasais (PN), degeneracéo
polipdide e secrec¢do nasal, como principais achados. Pode ser dividida em duas
formas: RSC com PN (RSCcPN) e sem PN (RSCsPN). Seu diagnéstico clinico é
baseado em sintomas, 0 que pode provocar uma super prevaléncia de casos. Essa
prevaléncia aparenta aumentar com a idade e € mais encontrada em mulheres
(Fokkens et al., 2012).

O trato respiratério € uma das principais portas de entrada de particulas e
substancias estranhas ao organismo. As fossas nasais constituem o primeiro contato
com o0s agentes inalados e executa 0os primeiros mecanismos de defesa: filtragcao,
condicionamento do ar e sensacado de odores e irritantes. Sao funcbes importantes,
mas geralmente subestimadas.

O local de trabalho pode representar uma ameaca aos mecanismos de defesa
nasal devido a exposicdo repetida e prolongada a substancias que podem ter
impacto negativo na respiracao e olfato (Siracusa; Desrosiers; Marabini, 2000).
Existem evidéncias de que trabalhadores expostos a varios alérgenos e produtos
quimicos tém potencial para adquiriem doengas cronicas, incluindo a rinossinusite
(Siracusa; Desrosiers; Marabini, 2000). Em contraste com a maioria das rinites
alérgicas e hiperresponsividade nasal, a rinossinusite ocupacional (RSO) oferece um
controle de medida exclusivo e eficaz relacionado a exposicdo para reduzir seu
impacto nos pacientes (Jarvis et al., 2012).

Dados prospectivos de adolescentes apresentados ao ambiente de trabalho
mostram que trabalhar em ambientes de alto risco resulta em maior incidéncia de
rinite em comparagdo com aqueles ndo empregados em tais ambientes. Os dados
também mostram que a maior incidéncia de RSO é encontrada durante os primeiros
meses de exposicdo a substancias irritantes e sensibilizantes, enfatizando a

importancia da prevencao precoce (Hellgren, 2008).
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Dois estudos da Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo da Coréia do Sul
identificaram varios fatores de risco para RSC, incluindo falta de vacinagdo contra
influenza, desvio de septo e rinite alérgica. Além disso, houve aumento significativo
da prevaléncia de RSC em operadores e montadores de maquinas e instaladores,
trabalhadores artesanais e de comércio correlato (Kim et al., 2011; Koh; Kim, Han,
2009).

A prevaléncia de RSO foi estimada em 5-15% entre todas as formas de
rinossinusite (Puchner; Fink, 2000). Mais de 60 milhdes de pessoas em todo o
mundo trabalham na inddstria téxtil e, embora a exposi¢cdo ao p6 de algodao tenha
sempre sido associada a bissinose, esta claro hoje que ela também esté relacionada
a doenca pulmonar obstrutiva cronica, asma e cancer de pulmao (Lai; Christiani,
2013).

A ocorréncia estimada de RSC ocupacional, em relacdo a outras causas, na
Europa é de: Portugal (27,10%), Bélgica (18,80%), Polénia (17,10%), Holanda
(14,30%), Franca (13,30%), Italia (10,90%), Reino Unido (10,60%), Alemanha
(10,50%), Dinamarca (7,90%), Suécia (8,65%) e Finlandia (6,90%) (Hellings et al.,
2013; Hox et al., 2012). Nesses paises, 0s agentes ocupacionais mais citados pelos
pacientes e controles sdo: alvejante, pd inorganico, tintas, cimento, aménia, gas
combustivel e acetona, principalmente os faxineiros, trabalhadores de construcao
civil, pintores, carpinteiros e mecanicos.

No Guia de Doencas Otorrinolaringolégicas Ocupacionais (Della Giustina et
al., 2003), o algoddo ndo é citado como possivel causa de rinossinusite, estando
relacionado apenas a rinite ocupacional. Devido a escassez de resultados de
estudos longitudinais, algumas questfes importantes permanecem sem resposta,
como a importancia da manifestacao de RSO crdnica em pessoas expostas ao po de
algodao e as possiveis alteracdes imuno-histoquimicas (IHQ) que podem resultar
dessa exposicao.

O algodédo como aeroalergeno, bem como a endotoxina, presente em todas
as etapas do processamento do algodao, sdo conhecidos por induzirem respostas
inflamatorias em doencas que afetam as vias aéreas. O nivel de endotoxinas em
plantas de processamento de algoddo estd significativamente acima dos niveis

seguros estabelecidos na literatura (Lai; Christiani, 2013).
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No entanto, dada a alta frequéncia de sintomas das vias aéreas superiores na
populacdo geral, testes objetivos confirmando a etiologia ocupacional ndo sao
realizados e sdo necessarios para um manejo adequado. O primeiro passo para
estabelecer a origem relacionada ao trabalho € a exclusdo de outras causas
comuns, como fatores locais (desvios septais, disfuncdo da valvula nasal) ou
alergias a alergenos comuns, por exemplo, acaros, pdélenes, fungos ou animais de
estimacdo. Outro método € a "remocao do trabalho" temporariamente. O paciente é
avaliado ap6s um periodo de semanas longe da exposi¢do laboral e é reavaliado
novamente algumas semanas ap0s a retomada do trabalho (Hox et al., 2014).

Por se tratar de doenca inflamatoria, é fundamental o entendimento dos
mediadores inflamatoérios e das vias de acdo envolvidos na RSC. Varias hipéteses
tém sido aventadas para elucidar os mecanismos de acdo da doenca. Alguns fatores
podem influenciar na gravidade da sintomatologia clinica, sendo um dos principais
relacionado a componentes genéticos predisponentes, que podem afetar a
expressao de citocinas e quimiocinas inflamatdrias repercutindo na gravidade do
processo inflamatério (Haukim et al., 2002). Essa condicdo genética somar-se-ia a
interacdo ambiental, a exemplo da alergia, infeccado bacteriana (em especial, diante
da formacéao de biofilmes e/ou de superantigenos), ou ainda infecc¢des flungicas, para
compor o fenogendtipo da RSC. Fatores pro-inflamatérios, a exemplo das
interleucinas (IL) 4, 5, 10, 17, 33 e algumas quimiocinas, tém sido estudados e
comprovadamente envolvidos no desenvolvimento da RSC (Bachert et al., 2001).

Devido a escassez de estudos sobre a RSC induzida por exposi¢cdo ao
algodao, decidiu-se investigar as correlacdes entre o grau de expressao das IL 4, 5,
10, 17 e 33 nos pacientes portadores de RSC expostos ao algodao, naqueles com

RSC sem exposicéo ao algodéao e controles sem RSC.



2. Revisao de Literatura
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2.1 Rinossinusite ocupacional

Denomina-se RSO quando ocorrem inflamagbes da mucosa sinusal no
exercicio da atividade laboral, desencadeadas pela exposicdo a agentes irritantes
como gases, vapores, névoas e poeiras (Shusterman, 1997). Assim, considera-se
que sua etiologia geralmente é multicausal (Walusiak, 2006). E relativamente bem
conhecido que a exposicao a inalantes de baixo peso molecular (poeiras, fumos e
gases), bem como de alto peso molecular (exposicdo em biotério, plantas, latex,
indastria téxtil, etc.), podem desencadear rinite relacionada ao trabalho. A ocorréncia
de rinossinusite esta associada a rinite e, portanto, pode se considerar que a
exposicao ocupacional também aumenta o risco de RSC. Porém, os estudos
disponiveis que relacionam exposicdo profissional ao desenvolvimento ou
exacerbacdo de doencas respiratdrias estdo mais focados na asma e nos sintomas
do trato respiratorio inferior (Brautbar, 1998). Infelizmente, o estabelecimento do
nexo causal e a completa elucidacéo da fisiopatologia do desenvolvimento da RSO e
0s mais diversos tipos de exposi¢cdes ocupacionais existentes em nosso meio nao
fazem parte da rotina dos profissionais da saude afeitos a essa questéo por falta de
conhecimentos epidemioldgicos, fisiopatoldgicos especificos e de politicas publicas
(Della Giustina et al., 2003).

A RSC esta associada a doencas alérgicas e nado alérgicas (Dass; Peters,
2016). A relagdo causal para a maioria dos pacientes com RSC, no entanto,
permanece desconhecida. Trabalhadores de limpeza, em geral, com exposi¢cao
ocupacional a alérgenos transportados pelo ar e sensibilizadores, tais como poeiras
organicas, tinta spray, vapores de soldagem, possuem confirmado aumento no
desenvolvimento de rinite (Hellgren et al., 2002; Hellgren; Karlsson; Torén, 2003).
Gao et al. (2016), em estudo recente, baseado em entrevistas com 10.633 sujeitos
com exposi¢cado ocupacional a poeiras e fungos ou ambientes Umidos, observaram
associacao significativa desses agentes no desenvolvimento da RSC. Em estudo de
caso-controle, verificou-se que pacientes com RSC com indicagdo de cirurgia
(cirurgia endoscopica funcional dos seios da face - FESS), em particular aqueles
com necessidade de cirurgias repetidas, sdo mais propensos a terem sido expostos

a agentes nocivos inalados no trabalho do que controles. A relacdo entre exposicéo
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ocupacional e desenvolvimento da RSC ainda permanece incerto e nao foram
encontrados estudos populacionais maiores em relacdo a exposicao ocupacional
(Clarhed et al., 2018).

Poucos estudos avaliaram previamente o efeito da exposicdo ocupacional na
prevaléncia da RSC. Koh, Kim e Han (2009) utilizaram dados da Pesquisa Nacional
de Exame de Saude e Nutricdo da Coréia de 1998, 2001 e 2005 para comparar a
prevaléncia da RSC entre os principais grupos da classificacdo ocupacional padrao
com trabalhadores administrativos como grupo de referéncia. Em geral, a
prevaléncia de RSC foi elevada em trabalhadores manuais com efeito significativo
entre operadores de plantas ou maquinas e montadores. O efeito da exposicdo
ocupacional a poeira, fumos e gases na prevaléncia de rinossinusite tem sido
abordado por outros pesquisadores, comparando a prevaléncia de rinossinusite em
ocupacoes tradicionais de “alta exposicdo”, como os trabalhadores de fabricas de
especiarias (Zuskin et al., 2004).

Diagnosticar doenca ocupacional das vias aéreas superiores é um desafio
para o clinico. O mais importante € pensar sobre a possibilidade de uma etiologia
ocupacional em qualquer paciente que sofra de doenca crbnica das vias aéreas
superiores. Consequentemente, € importante obter informacdes sobre a ocorréncia,
tipo e duracdo dos sintomas, se ha relagdo com o trabalho e questionar sobre
exposicoes acidentais. Os sintomas de rinorréia, obstru¢do nasal, espirros, prurido e
episédios de epistaxe, ligados a exposi¢cdes especificas no trabalho, sdo sugestivos
de rinite ocupacional (Moscato et al., 2008). Reclamacdes adicionais de pressao
facial, gotejamento pds-nasal e reducao do olfato sdo sugestivos de progresséao para
rinossinusite. Além disso, € importante estar alerta para a melhora de sintomas

sinonasais durante os finais de semana, feriados e periodos de férias.

2.2 Algodao como indutor de doenca respiratoria

A exposicao ao algodéao pode induzir limitacdo aguda do fluxo aéreo de modo
reversivel, manifestada pelo declinio no volume expiratorio forcado no primeiro
segundo (FEV1) (Wang et al., 2005). No entanto, a magnitude da doenca crbnica

das vias respiratérias apds a exposi¢cdo em longo prazo ao algodao néo esta clara,
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apesar de varios estudos terem indicado que em longo prazo a exposi¢ao pode levar
a doenca respiratéria cronica e perda excessiva da funcdo pulmonar. Devido a
escassez de dados longitudinalmente coletados, algumas importantes questfes
permanecem sem solucdo. Por exemplo, qual a repercussdo na manifestacdo de
sintomas de RSO cronica em populages expostas a poeira de algoddo, bem como
quais alteragdes IHQ s&o decorrentes desta exposigéao.

Os resultados de um estudo de coorte que avaliou um grupo de trabalhadores
téxteis chineses expostos cronicamente a poeira de algodao foram relatados. Uma
das caracteristicas da coorte foi que 50% dos trabalhadores eram mulheres nao
fumantes, o que permitiu a avaliagdo dos efeitos da exposicdo ao algoddo, sem
relacdo com o tabagismo. Esses trabalhadores apresentaram maior incidéncia
cumulativa de sintomas respiratérios e perda da funcdo pulmonar. Para fornecer
confirmacdo e evidéncia para os efeitos respiratérios crénicos da exposicdo ao
algodao, os autores observaram esses trabalhadores por 20 anos. Durante o Ultimo
periodo de cinco anos verificou-se que quase todos (96%) os trabalhadores haviam
se aposentado da industria téxtil (Wang et al., 2005).

De acordo com o Guia de Doencas Ocupacionais Otorrinolaringoldgicas, o
algoddo ndo é citado como agente causal de rinossinusite, sendo somente
relacionado a rinite ocupacional. Todavia, estudos demonstraram que a poeira
gerada durante a manipulacdo e o processamento do algoddo causa problemas de
saude nos trabalhadores (Wang et al., 2005).

Bardana (1995) objetivou determinar a prevaléncia de sintomas respiratorios
entre os trabalhadores de processamento do algodéo e envolveu 188 trabalhadores
de fabricas de descarocamento de algoddo. A capacidade vital forcada (CVF), pico
de fluxo expiratério (PFE) e FEV1 diminuiram significativamente com o aumento da
duracdo da exposicdo dos trabalhadores (p<0,001). Os resultados de um
questionario de avaliacdo médica respiratéria padréo indicaram que, dependendo do
tempo de exposicdo, 51% a 71 % dos trabalhadores sofriam de aperto no peito, 55%
a 62 % dor no peito experiente, enquanto que 33% a 42% relataram tosse frequente.
Os exames de sangue desses trabalhadores apresentaram maiores valores de taxa
de sedimentacdo de eritrocitos, eosinofilos e leucocitos, principalmente quando a

exposicdo era mais prolongada, gerando recomendacdo de check-ups meédicos
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periédicos, uso obrigatério de equipamento de protecdo individual e ventilagdo
adequada no local de trabalho.

2.3 Fatores ocupacionais relacionados a inflamacéo da via aérea superior

Agentes ocupacionais capazes de causar inflamacéo sintomatica da via aérea
sao tradicionalmente classificados como de alto peso molecular (APM) (>5 kDa), ou
agentes de baixo peso molecular (BPM) (<5 kDa) (Bernstein et al., 2003). Agentes
de APM sao substéancias biolégicas derivadas de plantas ou animais, como farinha,
latex, acaros, animais de laboratério e outras fontes, que podem causar inflamacgéo
das vias aéreas por meio da bem conhecida resposta imune mediada por IgE,
levando a inflamacao dirigida por T-helper (Th), como € o caso de aeroalérgenos
nado ocupacionais, como poélens e &caros. Os mecanismos pelos quais as
substancias de BPM podem induzir a via aérea a inflamagdo sdo muito menos
conhecidos. Agentes BPM podem ser subdivididos em grupos, de acordo com a sua

capacidade de sensibilizac&o.

2.4 Efeitos dos alérgenos ocupacionais inalados no sistema imunolégico

A inflamacdo das vias aéreas causada por APM segue o paradigma bem
conhecido de sensibilizacdo alérgica a aeroalérgenos comuns, com mecanismos
mediados por Th2 (Greiner et al., 2011). Os alérgenos inalados sdo absorvidos por
células dendriticas nas vias aéreas e apresentados a linfocitos CD4+ nos ganglios
linfaticos. As citocinas em conjunto com a ativacdo das células CD4+ provocam
mudanca para o subtipo com a producao de citocinas Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13.
Essas citocinas ativam os linfocitos B para secretar antigeno especifico IgE
(Imunoglobulina E), que séo liberados na circulagdo e se ligam a mastocitos que
residem na mucosa das vias aéreas. Renovado contato com o alérgeno resulta em
ligacbes cruzadas do antigeno com a sua IgE ligada a mastécito especifico,
induzindo a degranulacdo dos mastocitos com liberacéo local de histamina, triptase
e leucotrienos. Esses mediadores agem nos tecidos vizinhos, causando os sintomas

alérgicos agudos como espirros, rinorreia, chiado, tosse e broncoconstricdo. Os
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BPMs né&o séo imunogénicos em seu estado de origem. No entanto, alguns agentes
sdo capazes de sensibilizar o sistema imunolégico adaptativo, agindo como
haptenos, formando conjugados com proteinas, como queratina ou albumina
(Sigdgaard; Heederik, 2010). Esses complexos hapteno-proteicos sédo reconhecidos
pela célula dendritica e, como os APMs, apresentados as células CD4+, que podem
iniciar uma resposta imune. No entanto, o tipo de resposta imune gerada pode

variar.

2.5 O papel das interleucinas na rinossinusite cronica

Sabe-se que o reconhecimento imunologico inato aos patdégenos pelas
células epiteliais da mucosa nasossinusal desempenha importante papel na RSC. A
concentracdo e o papel na fisiopatogénese das IL sdo bem conhecidos, porém ndo
h& um padrdo bem estabelecido entre os trabalhadores da industria téxtil expostos

ao algodao.

2.5.1 Interleucina-4

A IL-4 é uma glicoproteina anti-inflamatéria de 129 aminoacidos de massa
molecular de 15-19 kDa. Tem muitas fun¢@es biolégicas, incluindo a estimulacao de
células B e T, proliferacéo e diferenciacio de células B em células plasmaticas. E
um regulador chave na imunidade humoral e adaptativa. Induzindo a producéo de

IgE, a superproducdo de IL-4 estd associada com alergias (Webber et al., 2009).

2.5.2 Interleucina-5

A IL-5 foi originalmente definida como uma citocina derivada de células T que
ativa células B para a diferenciacdo terminal em células produtoras de
imunoglobulina (Takatsu; Takaki; Hitoshi, 1994). Concomitantemente, a IL-5 tem sido
reconhecida como o principal fator de maturacdo e diferenciacdo de eosindfilos
(Koike; Takatsu, 1994; Rothenberg; Hogan, 2006).
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A IL-5 humana € uma glicoproteina ativa na forma de um homodimero ligado
a um radical sulfidico com 115 amino4cidos em cada cadeia de peso molecular de
25 a 40 Kd. E uma citocina produzida pelos linfécitos Th2 e mastdcitos, expressa
pelos eosinofilos e que desempenha papel importante em varias doencas em que ha
aumento de eosinofilos como a asma, rinite alérgica e esofagite eosinofilica. E
responsavel pela estimulacdo da producdo de células B, pelo aumento da secrecao
de imunoglobulinas e exerce papel fundamental na ativacdo de eosinofilos (Bachert;
Van Cauwenberge, 1997; Bagley; Lopez; Vadas, 1997; Milburn et al. 1993).

2.5.3 Interleucina-10

A IL-10 é uma citocina com potentes propriedades anti-inflamatorias, que
desempenha papel central na limitacdo da resposta imune do hospedeiro a
patégenos; prevenindo, assim, danos ao hospedeiro e mantendo a homeostase

normal do tecido (Subramanian; Cheng, 2012).

2.5.4 Interleucina 17

O membro original da familia IL-17, IL-17A, foi identificado em 1995, e
subsequentemente, cinco citocinas, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (também
conhecida como IL-25) e IL -17F, foram identificadas como citocinas da familia IL-17.
A capacidade da IL-17A e IL-17F em evocar a migracao de neutréfilos, mas ndo de
eosinofilos, torna provavel que essas citocinas estejam envolvidas na asma grave,
em que o acumulo de neutréfilos nas vias aéreas € marca registrada da doenca
(Moseley et al., 2003).

2.5.5 Interleucina-33

A IL-33, um membro da familia das citocinas IL-1, é expressa por celulas
epiteliais e endoteliais, fibroblastos, células de musculo liso, macrofagos e células
dendriticas (Liew; Pitman; Mclnnes, 2010; Schmitz et al., 2005; Sims; Smith, 2010).

O receptor de IL-33, um complexo heterodimérico composto por receptores ST2 e IL-
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1 proteina acessoria (ILLRAP), é expresso em numerosas células imunes, incluindo
células Th2, mastocitos, basofilos, eosinofilos e macrofagos (Chackerian et al., 2007,
Liew; Pitman; Mclnnes, 2010; Sims; Smith, 2010). A IL-33 é um quimioatrativo para
células Th2 e promove a polarizacdo de Th2 de células T CD4, melhorando a
producdo de IL-5 e IL-13, independente da IL-4 (Komai-Koma et al., 2007,
Kurowska-Stolarska et al., 2008). IL-33 pode também induzir a producao de citocinas
e quimiocinas proé-inflamatérias por mastocitos e aumentar a degranulacao, estimular
os basdfilos e eosindéfilos e aumentar a polarizacao de IL-13 de macréfagos ativados
(Allakhverdi et al., 2007; Kurowska-Stolarska et al., 2009; Pecaric-Petkovic et al.,
2009). Mais recentemente, o importante papel da IL-33 na regulagcdo do
desenvolvimento e da funcéo de células linféides inatas do tipo 2 foi descrita (Barret;
Austen, 2009; Spits; Di Santo, 2011).



3. Objetivos
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Investigar possiveis correlagdes entre o grau de expressao das IL 4, 5, 10, 17
e 33, nos funcionarios expostos ao algodao em ambiente laboral e que apresentam

RSC com pacientes com RSC sem essa exposi¢cdo e outro grupo, o controle, sem
RSC.



4. Casuistica e Métodos
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4.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(HCFMRP-USP), Processo n®1139\2013 (Anexo A).

Os pacientes foram convidados a participar do estudo e devidamente
esclarecidos sobre 0s objetivos e o0s procedimentos a serem realizados, sendo
incluidos os que aceitaram participar da pesquisa e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCL) (Anexo B).

4.2 Casuistica

A amostra do estudo incluiu todos os funcionarios de uma industria téxtil na
cidade de Nova Odessa, Estado de S&o Paulo, Brasil. Todos os funcionéarios dessa
fabrica estavam expostos ao po de algodao e, de acordo com o Relatério Técnico de
2010 sobre a Avaliacdo de Agentes Ambientais, em niveis acima da tolerancia,
devido as caracteristicas fisicas da planta.

O estudo foi desenvolvido em trés etapas:

Etapa 1. Entre outubro e novembro de 2009, os funcionarios foram
selecionados para o diagnéstico clinico da RSC com dois questionarios. O
questionario 1 (Anexo C), que serviu como ferramenta de triagem para o
diagndstico da doenca, consistiu em questdes relacionadas a presenca de
sintomas de rinossinusite, de acordo com o European Position Paper on
Rhinosinusitis and Nasal Polyposis (EPOS), e o questionario 2 (Anexo D)
foi o Sino-nasal Outcome Test - 22 (SNOT-22) (Fokkens et al., 2012).
Todos os funcionarios da fabrica preencheram os dois questionarios no
momento da avaliacdo e forneceram seu consentimento assinado para
participar do estudo. Os seguintes critérios de exclusao foram utilizados
nessa fase do estudo: cirurgia nasal prévia, tratamento farmacoldgico atual
para doencas do nariz e ndo exposi¢cado ao algodao durante todo o dia de

trabalho.
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Todos os participantes receberam uma pontuagcédo no SNOT-22 com base
em suas respostas e foram classificados como critérios clinicos positivos /
com RSC e negativos / sem RSC.

Etapa 2. Nessa fase, os participantes que preencheram o0s critérios
positivos para RSC foram convidados a realizar testes complementares
para estabelecer o diagndstico clinico. Os voluntarios que concordaram em
participar dessa fase foram submetidos a naso-fibroscopia flexivel (NF),
avaliacdo por tomografia computadorizada dos seios paranasais (TCSP) e
biépsia da mucosa nasal da concha média de ambas as narinas.

Foi utilizado o sistema Lund-Mackay para analisar imagens de TCSP e o
sistema de escore endoscopico de Lund-Kennedy para avaliar os
resultados das NF (Hellings et al., 2013; Hox et al., 2012). Os achados da
TCSP foram considerados positivos quando os escores de Lund-Mackay
foram maiores que 2 e a NF foi considerada positiva quando os escores de
Lund-Kennedy foram maiores que 2. Um segundo grupo de pacientes com
RSC, sem exposicao laboral as fibras do algodao, foi selecionado direto no
Ambulatorio de Rinologia do HCFMRP-USP e também submetido as
avaliacbes complementares. Por fim, para o grupo controle, foram
selecionados pacientes sem alteracdes nasais ou sinusais, submetidos a
rinoplastia, cirurgia estética ou cirurgia otologica no HCFMRP-USP e
também a biépsia da concha média de ambas as narinas.

Etapa 3. Todas as amostras da mucosa da concha média foram
preparadas em laboratério para andlises histolégicas e IHQ para os
mediadores inflamatorios IL-4, IL-5, IL-10, IL-17 e IL-33, com base em kits
de imunoensaio selecionados e especificos, analisadas e fotografadas no
microscopio com aumento de 5x, 10x, 20x e 40x, conforme descrito na

literatura internacional.

A selecéo dos trés grupos com diferentes anticorpos primarios foi um meio de
avaliar melhor eventuais varia¢gdes citoplasmaticas, epiteliais e de nucleos. No grupo
com RSC com exposicao as fibras de algodao, na avaliacédo da IL-4 se esperava que

corasse a camada basal do epitélio e das glandulas (internamente); na IL-5, a
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camada apical do epitélio e no estroma, na IL-10 que corasse principalmente as
glandulas (externamente), na IL-17 nas glandulas (internamente) e no estroma e,
finalmente, na IL-33 esperava-se que corasse 0 nucleo da camada basal do epitélio.

Para incrementar a avaliacdo, optou-se por fazer uma avaliacdo das laminas
de forma subjetiva (examinadores) e outra objetiva (por um software). A avaliacéo
subjetiva da reacdo IHQ foi realizada por trés observadores, de forma independente,
de maneira qualitativa (presente ou ausente) e quantitativa, de acordo com a
intensidade da coloracdo observada (fraca = 1, moderada = 2 e acentuada = 3).
Quando n&o houve concordancia entre as avaliacdes, a lamina foi discutida para se

chegar a um consenso.

4.3 Avaliacéao histolégica

As amostras foram desidratadas em série crescente de etanol, diafanizadas
em xilol e embebidas em parafina a 60° para inclusdo em blocos. Os blocos de
parafina foram cortados por microtomo Leica Jung RM2065 (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Alemanha) em cortes de 6 um de espessura, e avaliados por

microscopia oOtica.

4.3.1 Coloracdo com hematoxilina e eosina

Inicialmente, os cortes foram desparafinizados em xilol, rehidratados em série
decrescente de etanol e lavados em agua destilada. A seguir, foram corados em
solucdo de Hematoxilina de Harris (H) por dois minutos, lavados em agua corrente,
imersos em Eosina por dois minutos, e novamente lavados em &gua corrente.
Posteriormente, as laminas foram desidratadas em série crescente de etanol,
diafanizadas em xilol e montadas em Tissue Mount (Tissue Tek® Glas™ Mounting
Media, Sakura, Finetek USA).
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4.3.2 Ensaios imuno-histoquimicos

As laminas com os cortes histologicos foram desparafanizadas em duas
séries de xilol por 15 minutos cada e reidratadas em uma bateria de alcoois
decrescentes (ABS, 95, 90, 80, 70 e 50 e agua destilada), e lavadas em solugéo
tampéo PBS 0.1M por trés vezes de cinco minutos cada.

Os cortes foram incubados com peroxido de hidrogénio 1% diluido em
solucdo de tampéo fosfato-salino (PBS) 0.1M por 30 minutos em temperatura
ambiente e no escuro; em seguida foram lavados trés vezes com agua destilada e
também trés vezes em PBS 0.1M. Para o bloqueio das reacfes inespecificas, as
laminas foram incubadas em solucédo de albumina de soro bovino (BSA) 2%, diluido
em PBS 0,1 M (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) durante 30 minutos, a
temperatura ambiente e depois lavadas trés vezes com PBS 0.1M. Em seguida, os
cortes foram incubados com os anticorpos primarios (anti-IL-4, anti-IL-5, anti-IL-10,
anti-IL-17 e anti-IL-33) em camera Umida a temperatura ambiente por duas horas.
Tais anticorpos foram adquiridos da Abcam (Abcam, Cambridge, UK), Santa Cruz
(Santa Cruz, CA, EUA) e diluidos em 1% solu¢cdo de BSA de acordo com as
especificacoes do fabricante. As laminas foram lavadas seis vezes em PBS 0.1 M,
por cinco minutos cada. Posteriormente, foram incubadas com o anticorpo
secundéario biotinilado (diluicdo de 1:1000 em solucdo de BSA 1%) anti-rabbit (anti-
IL-4, anti-IL-5, anti-IL-10, anti-IL-17 e anti-IL-33). Novamente, as laminas foram
lavadas seis vezes em PBS 0.1M. Em seguida, o material foi incubado na solucao
reveladora de peroxidase de DAB 3,3’(Diaminobenzidina) (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA) por 30 minutos a temperatura ambiente no escuro, com a utilizacao
de DAB como cromégeno e lavado em PBS trés vezes, por cinco minutos cada, em
temperatura ambiente. O cromégeno DAB reagiu com a peroxidase conjugada com
0 anticorpo secundario, resultando em uma coloracdo marrom. Foi realizada a contra
coloragdo com H por um minuto; em seguida as laminas foram lavadas em agua
corrente uma vez. Posteriormente, foram desidratadas em série crescente de etanol,
diafanizadas em xilol e montadas em Tissue Mount (Tissue Tek® Glas™ Mounting
Media, Sakura, Finetek, USA).
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A avaliacao histoldgica foi realizada com a utilizagdo de microscopio Leica BM
4000 B LED (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) e as imagens foram
capturadas com camera DFC 310C (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Alemanha), acoplada ao microscépio, fornecendo imagem colorida RGB (Red,
Breen, Blue) de 8-bit.

4.4 Andlise estatistica

As analises estatisticas da avaliacdo subjetiva foram realizadas com o
software JMP SAS 10.0 (SAS Institute, Cary, NC). Os dados foram relatados como
frequéncia e porcentagens. Os grupos foram comparados usando o teste qui-quare
e o teste de Mann-Whitney. O gréfico foi gerado com o software Origin Pro 9.0
(OriginLab, Northampton, MA).

A avaliagdo objetiva da expresséo dos marcadores IHQ foi realizada por meio
de processamento de imagens para separar da imagem digital original, em formato
RGB (Red, Breen, Blue), trés matrizes em escala de cinza referentes a H, DAB e
residuo. O procedimento consiste em utilizar a deconvolugdo de cor com base nos
vetores H e DAB. A Figura 1 ilustra os passos realizados durante a analise. A partir
da imagem original (A) foi obtida a matriz referente a DAB (B). A intensidade de DAB
foi ajustada utilizando um threshold para obteng¢do de uma imagem binaria (C). A
expressdo de DAB foi expressa como porcentagem de sua area em funcéo da area
total. Em (D) observou-se a sobreposi¢cao da regido DAB sobre a imagem original.
Todos os procedimentos foram realizados em rotinas elaboradas no software Matlab
2015a (The MathWorks Inc., Natick, MA).
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Figura 1 - Processamento de imagens para quantificacdo da expressdo de DAB.
(A) Imagem original. (B) Matriz referente a DAB extraida pela deconvolugao
de cor. (C) Threshold utilizado para binarizar a imagem, realgando somente a

expressao da IL. (D) Imagem original + imagem binarizada (mostrada em
vermelho) ilustrando as regides segmentadas




5. Resultados



Resultados | 42

Foram avaliados 133 funcionarios que preencheram o questionario para o
diagnostico de RSC (questionario 1) e o SNOT-22. Desses, 66,4% eram do sexo
feminino e 33,6% do sexo masculino. A média de idade foi de 39 (£ 8) anos e o
tempo médio de trabalho na fabrica foi de 11 (+ 3) anos. De acordo com a selecdo
baseada em questionarios, 35,3% (n=47) dos participantes preencheram critérios
clinicos para o diagnéstico de RSC (Tabela 1). A média encontrada para o score do

SNOT-22 foi de 28 pontos.

Tabela 1 - Caracterizacdo por género dos funcionarios que responderam aos questionarios

Género n (amostragem) Porcentagem (%)
Masculino 45 33,8
Feminino 88 66,2
Total 133 100

Voluntérios que preencheram os critérios clinicos para RSC (n=47) foram
convidados a fazer testes complementares (NF, TCSF e biopsia nasal) (Tabela 2).
Desses, 37 concordaram em fazer os testes. Foram encontradas alteracdes na NF
compativeis com RSC em 26 (70,2%) individuos. Com base nos achados da TCSP,

o diagndstico de RSC foi confirmado em 27 (72,9%) casos (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracterizacéo do diagnéstico clinico de RSC nos funcionarios que responderam
aos questionarios quanto aos achados de RSC a nasofibroscopia flexivel, de
acordo com o escore de Lund-Kennedy e quanto aos achados de RSC a TCSP,
de acordo com o escore de Lund-Mackay

Diagnoéstico RSC Lund-Kennedy Lund-Mackay
Positivo 47 (35,3%) 26 (70,2%) 27 (72,9%)
Negativo 86 (64,7%) 11 (28,8%) 10 (27,1%)
Total 133 (100%) 37 (100%) 37 (100%)

Foram consideradas em condi¢des ideais para a nova analise as bidpsias de
apenas 19 pacientes. Desses, 79% (15) eram do sexo feminino e 21% (4) do sexo

masculino. A idade média foi de 42 (+ 10) anos.
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Figura 2 - Caracterizacéo da analise dos funcionéarios da industria téxtil avaliados

133
funcionarios

47 com RSC 86 sem RSC

37 aceitaram 10 nado
realizar exames aceitaram
realizar exames

19 com biépsias
em condicdes

O grupo de pacientes com RSC sem exposicdo ao algodédo (RSCsA), por sua
vez, foi formado por 19 participantes, sendo 63,1% (12) mulheres e 36,9% (7)
homens, com idade média de 39 (+ 7) anos. O grupo controle foi formado por 12
participantes, sendo 50% homens e 50% mulheres (Tabela 3). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos em relagdo ao género (p=0,093). A idade média foi de
34 (£ 5) anos.
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Tabela 3 - Caracterizacdo numero de pacientes quanto ao género nos grupos do estudo

Género RSCcA RSCsA Controle
Masculino 4 7 6
Feminino 15 12 6
Total 19 19 12

*RSCcA: grupo de funcionarios com rinossinusite crénica com exposi¢cdo as fibras do
algodao; RSCsA: grupo de pacientes com rinossinusite crénica sem exposi¢cao as fibras
do algodéao

5.1 Anélise imuno-histoquimica

5.1.1 Analise subjetiva: RSCcA x controle

Primeiramente, os grupos de funcionarios com RSC e o grupo controle
tiveram suas biopsias analisadas de forma subjetiva de acordo com a marcagao com
cada tipo de IL (IL-4, IL-5, IL-10, IL-17 e IL-33) qualitativa e quantitativamente
(Figuras 2 a 5).
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Figura 3 - Cortes histolégicos da mucosa nasal do grupo com rinossinusite crénica com
exposicao as fibras de algoddo. (A e B) coloracdo do anticorpo anti-IL-4;

(C e D) coloracédo do anticorpo anti-IL-5; (E e F) coloracdo do anticorpo anti-IL-
10. Identificado em marrom (ampliacédo de 40x)




Resultados | 46

Figura 4 - Cortes histologicos da mucosa nasal do grupo com rinossinusite crénica com
exposicdo a fibras de algoddo. (A e B) coloracdo do anticorpo anti-IL-17;

(C e D) coloracéo do anticorpo anti-IL-33. Identificado em marrom (ampliacéo de
40x)
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Figura 5 - Cortes histolégicos da mucosa nasal do grupo controle. (A e B) coloracdo do
anticorpo anti-IL-4; (C e D) coloracao do anticorpo anti-IL-5; (E e F) coloracédo do
anticorpo anti-IL-10. N&o identificado (marrom) (ampliagdo de 40x)




Resultados | 48

Figura 5 - Cortes histologicos da mucosa nasal do grupo controle. (A e B) coloracdo do
anticorpo anti-IL-17; (C e D) coloragéo do anticorpo anti-IL-33. N&o identificado
(marrom) (ampliagéo de 40x)

No grupo de funcionarios com RSC expostos as fibras de algodao, as laminas
nao coraram em apenas 10,5% (2) da IL-4, 10,5% (2) da IL-5, em 5,3% (1) na IL-10,
em 21% (4) na IL-17 e em 5,3% (1) na IL-33. Por sua vez, eles coraram
significativamente (acentuada) em 26,3% (5) da IL-4, 47,4% (9) da IL-5, 63,1% (12)
da IL-10, 52, 6% (10) na IL-17 e 57,9% (11) na IL-33. No grupo controle, as laminas
ndo coraram em 91,7% (11) da IL-4, 66,7% (8) da IL-5, 100% (12) da IL-10, 91,7%
(11) na IL-17 e em apenas 8,3% (1) na IL-33. Por sua vez, coraram
significativamente (acentuada) apenas em 8,3% (1) na IL-33 (Tabelas 4 e 5).
Quando avaliadas de forma independente e comparando os dois grupos, todas as IL

apresentaram significancia estatistica.
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Tabela 4 - Avaliacdo subjetiva de forma qualitativa da marcag¢do na imuno-histoquimica no
grupo de RSC com exposicado ao algodao

Interleucina Presente Ausente TOTAL
IL-4 17 2 19
IL-5 17 2 19
IL-10 18 1 19
IL-17 15 4 19
IL-33 18 1 19

Tabela 5 - Avaliagédo subjetiva de forma qualitativa da marcagéo na imuno-histoquimica no
grupo controle

Interleucina Presente Ausente TOTAL
IL-4 1 11 12
IL-5 4 8 12
IL-10 0 12 12
IL-17 1 11 12
IL-33 11 1 12

E quando comparadas, de forma quantitativa, todas as ILs mostraram

alteracéo significativamente estatistica entre os grupos (Figura 6).
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Figura 6 - Comparacéo entre os grupos RSCcA (rinossinusite crénica com exposi¢cado ao
algodao) vs CTRL (controle). O grafico mostra a mediana da avaliacédo
guantitativa (Teste de Mann-Whitney)
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5.1.2 Analise objetiva: RSCcA x RSCsA x controle

Na analise objetiva, foram analisados os trés grupos quantitativamente e
todas as ILs mostraram significancia estatistica, quando comparados entre eles
(Tabela 6 e Figuras 7 a 11).
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Tabela 6 - Média e erro padrao (EP) da marcacao (%) quando comparados os trés grupos

GRUPO
IL ANOVA * (F; p)
CTRL RSCsA RSCcA
Média EP Média EP Média EP

IL4 13,82 1,4 18,32 2,6 35,3° 2,6 16,7; <,0001
IL5 12,42 2,1 12,82 2,3 36,5° 2,5 24.3; <,0001
IL10 13,7° 1,3 10,3° 2,0 34,1° 1,4 62,4; <,0001
IL17 131° 0,9 13,6° 2,4 38,7° 1,6 59,9; <,0001
IL33 10,22 1,7 18,2° 3.4 455" 1,3 54,4; <,0001

*Analise de variancia unifatorial. As letras sobrescritas indicam diferenca no pés-teste de Tukey. Nivel
de significancia adotado foi p < 0,05.

Figura 8 - Interleucina 4: Comparacdo quantitativa entre os grupos controle (Ctrl),
rinossinusite crénica sem exposicdo ao algoddo (RSCsA) e rinossinusite
croénica com exposicao ao algodéo (RSCcA)
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Figura 9 - Interleucina 5: Comparacdo quantitativa entre o0s grupos controle (Ctrl),
rinossinusite crénica sem exposicdo ao algoddo (RSCsA) e rinossinusite
crbnica com exposicao ao algodao (RSCcA)
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Figura 10 - Interleucina 10: Comparacdo quantitativa entre os grupos controle (Ctrl),
rinossinusite cronica sem exposicdo ao algoddo (RSCsA) e rinossinusite
crdnica com exposicdo ao algodao (RSCcA)
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Figura 11 - Interleucina 17: Comparacdo quantitativa entre os grupos controle (Ctrl),
rinossinusite crénica sem exposicdo ao algoddo (RSCsA) e rinossinusite
crbnica com exposic¢ao ao algoddo (RSCcA)
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Figura 12 - Interleucina 33: Comparacdo quantitativa entre os grupos controle (Ctrl),
rinossinusite crénica sem exposicdo ao algodado (RSCsA) e rinossinusite
crdnica com exposi¢do ao algodao (RSCcA)
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6. Discussao
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O termo "RSO" foi proposto apenas recentemente, e existem dados muito
limitados sobre o impacto de agentes ocupacionais na doenca sinusal (Hox et al.,
2012). No entanto, faz sentido supor que as cavidades sinusais também podem ser
afetadas pela exposicdo a agentes ocupacionais porque a mucosa do nariz e dos
seios paranasais estao tdo intimamente ligadas anatdmica e histologicamente, além
de compartilharem perfis inflamatoérios semelhantes.

Della Giustina et al. (2003), em uma recente revisdo, observaram extensa
relacdo de doencas das vias aéreas superiores relacionadas com o trabalho e seus
agentes causais associados com a ocupagao, ambiente e operagbes executadas,
indo, por sua vez, ao encontro dos itens identificados na presente casuistica.

Apenas poucos estudos se concentraram na ocorréncia de sintomas sinusais
em relacdo ao trabalho. Zuskin et al. (1998, 2004) realizaram varias pesquisas em
setores de trabalho especificos, como recicladores de papel, trabalhadores téxteis e
farmacéuticos, e encontraram relacdo clara entre sintomas de rinosssinusite e
exposicoes relacionadas ao trabalho. No entanto, o questionario ndo cobria
totalmente a definicdo atual de rinossinusite (Fokkens et al., 2012).

Estudos de acompanhamento dos trabalhadores presentes no local do
desastre do World Trade Center revelaram que sintomas de rinossinusite foram
relatados em 50% dos trabalhadores expostos ao ferro (Skloot et al., 2004) e 48%
dos bombeiros (Webber et al., 2009). Hox et al. (2014), em estudo retrospectivo de
467 pacientes com rinossinusite submetidos a FESS revelaram que exposicdes
ocupacionais relevantes foram duas vezes mais frequentes entre esses pacientes do
que seus controles (25% vs 12%, respectivamente), mas também que as propor¢cdes
de sujeitos com exposi¢cdes ocupacionais relevantes aumentaram significativamente
(p<0,001) com o numero de FESS. Embora esse estudo retrospectivo ndo comprove
gue 0s agentes ocupacionais causaram rinossinusite, ele fornece fortes evidéncias
de que exposi¢cdes ocupacionais estdao envolvidas nas formas mais graves de
rinossinusite.

Segundo Arrais (1999), dada a exposicao ao po de algodao e outras matérias
primas, amplamente utilizadas na industria téxtil, os sintomas descritos podem ser

atribuidos aos trabalhadores por causa da acdo desses aeroalérgenos.
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Do ponto de vista da imunopatogénese, 0s mecanismos alérgicos tipicos que
causam inflamacgé&o nas vias aéreas, incluindo mastocitos, IgE, histamina, eosinoéfilos
e linfécitos, podem ser importantes mediadores das respostas inflamatorias por meio
da producédo e liberacdo de fatores quimiotaticos, como ILs e quimiotaxinas. A
agressao local ao epitélio, causada pelo p6 de algodao, pode, portanto, desencadear
respostas alérgicas do tipo Th2 locais.

Um estudo epidemiolégico com 203 trabalhadores, dos quais 119 foram
expostos a poeira de algoddo e 84 controles, revelou a ocorréncia de bissinose entre
20,1% do grupo exposto. O exame radiolégico dos seios da face foi realizado e o
diagnostico foi feito sem o conhecimento prévio do estado de exposicao dos
trabalhadores ou do diagnéstico pulmonar. O grupo exposto mostrou diferenca
significativa na ocorréncia de sinusite bacteriana crénica, que também aumenta a
prevaléncia pelo aumento da duracdo da exposicdo ao p6 de algoddo. Doenca
respiratéria ndo especifica foi significativamente maior na prevaléncia entre
trabalhadores expostos (14,3%). Nao se observou nenhuma diferenca significativa
de rinossinusite alérgica nos dois grupos, embora toda a populacdo examinada
mostrasse taxas notavelmente altas de doencas sinusais. A maior parte do p6 de
algodao transportado pelo ar € composta de fibras grandes com maior probabilidade
de retencdo nas vias respiratérias nasais e superiores. A irritacdo crénica dessa
poeira pode explicar a maior proporcao de sinusite bacteriana crénica e doenca
respiratéria ndo especifica. Ndo houve associacdo entre a bissinose e qualquer
forma de rinossinusite (El Batawi; Effat; Hussein, 1964).

De acordo com o Guia de Doencas Ocupacionais Otorrinolaringoldgicas, o
algoddo nao € citado como agente causal de rinossinusite, sendo somente
relacionado a rinite ocupacional. Todavia, o presente estudo mostrou que existe
associacdo entre este aeroalérgeno e o diagnostico de RSC. Segundo Hox et al.
(2014), a rinite ocupacional jA é uma entidade médica em que estdo definidos os
guidelines para diagnostico e tratamento. Na RSO, ndo ha na literatura evidéncias
da correlacdo entre a exposicdo nos mais diversos ambientes de trabalho e a
patologia, o diagndstico é sempre um desafio na pratica clinica e muito menos se
tem literatura a respeito dos mecanismos da patofisiologia desta entidade. Em

relacéo ao algodao, Christiani e Malo (2009) descreveram os efeitos em longo prazo
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da exposicdo, mas somente em relacdo as doencas pulmonares, sendo que nao
foram encontradas na literatura evidéncias de que a exposicdo ao algodao seja
causa ocupacional de RSC, o que torna este estudo inédito.

O presente estudo, diferentemente do que Lange et al. (2013) demostraram
na Dinamarca, evidenciou que a complementacao diagndstica, tanto com NF quanto
com TCSP, comprovou o alto indice de RSC na populacédo inicialmente triada com
guestionario, seguindo as diretrizes para definicdo diagnéstica, segundo o EPOS.
Sendo assim, € possivel afirmar que o método utilizado para triagem inicial dos
funcionarios mostrou ser eficaz na pratica clinica. Boari e de Castro Junior (2005),
utilizando esses mesmos métodos para confirmacdo diagnoéstica de RSC em
pacientes com fibrose cistica, sabidamente doentes, observaram que o diagndstico
de RSC foi positivo em 20,58% dos casos, quando se tentava o diagndstico pelo
questionario; 73,52% pela nasofibroscopia e 93,54% pela tomografia
computadorizada.

Aplicando o SNOT-22, foram obtidos resultados interessantes. A média
encontrada, neste estudo, para o score do SNOT-22 foi de 28 pontos entre todos 0s
133 funcionarios. Gillet et al. (2009), em um dos seus estudos relacionados a esse
questionario, concluiram que a nota de corte para considerar uma necessidade de
tratamento foi de apenas sete pontos; mostrando, mais uma vez, a grande alteracéo
encontrada nessa populacao exposta ao algoddo, em média, ha 11 anos.

A realizacdo da avaliacdo histoldégica mostrou que o grupo de funcionarios
com RSC expostos ao algodéo apresentou alteracdes estatisticamente significativas
em todas as ILs analisadas, quando comparado aos outros dois grupos.

Tem-se, portanto definido, que existe um padrdo de resposta caracteristico
em relacdo a essas citocinas e quimiocinas a poeira do algodao, porém quando se
fala dessa exposicao, refere-se basicamente a dois estimulos diferentes, ja muito
bem conhecidos: exposicdo as particulas em suspensdo inalaveis e presenca de
endotoxina, ja descritas. Kennedy et al. (1987) investigaram a etiologia da doenca
pulmonar em trabalhadores de industria téxtil expostos ao algodédo e sua relacao
com o nivel de exposicao tanto as particulas de poeira inalavel quanto a endotoxina,

presentes nesse ambiente de trabalho.
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A endotoxina é um componente da parede celular de bactérias presentes no
algoddo em toda sua cadeia produtiva, e um agente pro-inflamatério que induz
respostas locais e sistémicas (Liao et al., 2010). Ja a Enterotoxina B do
Staphylococcus aureus ja foi demonstrada, sendo importante na patogénese da PN
pelo aumento dos niveis de IL-5 e IgE especifica ha mucosa nasal (Kim et al., 2011).

Dessa maneira, € possivel apresentar duas teorias para o desenvolvimento
da RSC nesses individuos expostos ao algodédo no ambiente de trabalho:

- Teoria da Rinite Alérgica Local: em que o algodao induziria inflamacao
tipo Th2 na mucosa nasal, com recrutamento eosinofilico e expresséao de
IL significativamente maior que nos néo expostos a ele.

- Teoria da Imunidade Inata: o sistema imune é composto por varios
tipos de células que expressam receptores de reconhecimento de
patdgenos e antigenos. Miyata e van Eeden (2011) demonstraram que
no pulmdo, baixas concentracdes de endotoxinas nas particulas
ambientais podem desencadear uma resposta imune inata via TLR4
(receptor toll-like para endotoxina), com ativacdo de fatores de
transcricdo e citocinas pro-inflamatérias, levando a uma cascata
inflamatéria Th2. Essa teoria explicaria o recrutamento eosinofilico e sua
consequente liberacdo de citocinas e quimiocinas na mucosa do grupo
de expostos deste estudo, e a ativacdo dessa imunidade inata levaria ao

edema de mucosa e toda gama de sintomatologia de rinite e RSC.

Atualmente, todos os esforcos de pesquisa no campo tém sido direcionados
para o entendimento do mecanismo de instalacdo e manutencdo da cascata
inflamatoria na RSC. A identificacdo e caracterizagdo das citocinas e quimiocinas
implicadas na génese dos diferentes subgrupos dessa doenca podem levar a
tratamentos com capacidade de inibir esses mediadores inflamatérios, contribuindo
para melhorar a qualidade de vida do individuo.

Uma atividade biolégica essencial da IL-4 no desenvolvimento da inflamacao
alérgica é conduzir a diferenciacao de células ThO em células Th2, que secretam IL-
4, IL-5, IL-9 e IL-13, mas nao interferon (IFN-y) (Miyata; van Eeden, 2011; Nakajima;

Takatsu, 2007). Estudos utilizando camundongos deficientes em IL-4 mostraram
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claramente que a IL-4 era necessaria para 0 desenvolvimento de inflamacéo
alérgica, uma vez que a inflamagcdo alérgica induzida por antigeno diminuia
significativamente em camundongos deficientes em IL-4 em comparacdo com
camundongos do tipo selvagem.

Aurora et al. (2013) analisaram 30 pacientes com RSC e 12 controles, em que
a resposta imunoldgica foi medida pela quantificacdo de 30 citocinas diferentes que
demonstrou niveis aumentados das seguintes citocinas: IL-4, IL-5, IL-8 e IL-13,
juntamente com o aumento dos niveis de eosinéfilos e basofilos.

Quando avaliou-se a IL-4, houve diferenga estatisticamente significativa,
quando comparado o grupo de funcionérios com RSC (expostos a fibras de algodao)
com o controle, qualitativamente (<0,0001) e quantitativamente (<0,0001).

Sejima et al. (2012) realizaram um estudo envolvendo pacientes com RSC
sem polipo nasal (RSCsPN) e RSC com pdlipo nasal (RSCcPN) com o objetivo de
analisar quais mediadores inflamatérios estdo presentes em cada subgrupo de
doenca claramente definida, podendo este conhecimento levar a melhor
diferenciacdo de doencas cronicas dos seios paranasais. Evidenciou-se que o0s
pacientes RSCcPN apresentavam niveis significativamente mais elevados de IL-5 e
de IgE em comparacdo com os RSCsPN e controles. O grupo RSCsPN foi
caracterizado por niveis elevados de TGF-B (Transforming growth factor beta),
enguanto o grupo RSCcPN mostrou uma polarizacdo Th2 e os niveis mais baixos de
TGF-B. Nas amostras de RSCcPN, 68,4% eram eosinofilicas e 52.6% SAE
(Staphylococcus aureus enterotoxin) - IgE positiva. Além disso, 31,6 % dos RSCcPN
foram pacientes asmaticos, enquanto nenhum dos RSCsPN sofria de asma
brénquica.

Figueiredo, Silva e Weckx (2008) observaram 21 pacientes com RSC com PN
e 13 individuos controles e propuseram uma analise da expressao génica de alguns
mediadores inflamatorios pela técnica de RT-PCR, observando que a expressdo dos
genes de IL-5 é significativamente maior nos pacientes com RSC. Niveis elevados
de IL-5 foram detectados em ensaios de RNAmM e proteina nos com PN em
pacientes com doengas concomitantes que promovem eosinofilia como asma e

intolerancia a aspirina.
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Quando avaliada a IL-5, verificou-se diferenga estatisticamente significativa,
quando comparados o grupo de funcionarios com RSC (expostos a fibras de
algodao) com os outros grupos.

Oyer, Nagel e Mulligan (2013) comparararam 0s niveis de citocinas no tecido
dos seios nasais de controles e de pacientes com RSC e examinaram amostras de
43 pacientes. Os niveis de IFN-y e IL-8 estavam fora da gama detectavel do ensaio.
Os niveis de IL-2, 4, 6, 10, 17A se correlacionaram com os de tecido (p<0,05 para
todos, r>0,49), enquanto que o TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa) ndo (p=0,71).
Pacientes com RSC apresentaram niveis elevados de muco de IL-2, 4, 6, 10 e 17A
em comparagao com os controles. Os RSCcPN demonstraram elevacéao de IL-4, 6,
10, 17A e TNF-a em comparagao com os controles .

Quando avaliada a IL-10, houve diferenca estatisticamente significativa,
quando comparados o grupo de funcionarios com RSC (expostos a fibras de
algodao) com os outros grupos.

A IL17A, produzida principalmente pelas células Thl7, foi previamente
descrita como uma citocina inflamatéria que induz um perfil de citocinas, quimiocinas
e metaloproteinases pro-inflamatérias. Estudos recentes revelaram que a IL-17 esta
correlacionada com disturbios pulmonares inflamatérios, desencadeando o acumulo
de neutrofilos. Mais recentemente, observou-se que a expressao de IL-17 pode estar
envolvida no desenvolvimento de PN. E por fim, descreveu-se a caracterizacdo da
expressao de IL-17 em pacientes com RSCcPN do nordeste da China (Xiao-Dan
Jiang et al. 2011).

Quando analisada a IL-17, notou-se diferenca estatisticamente significativa,
guando comparado o grupo de funcionarios com RSC (expostos a fibras do algodao)
com 0s outros grupos.

O mecanismo pelo qual a expressao de IL-33 no epitélio das vias aéreas é
regulada por antigenos microbianos nao é clara. Estudos indicam que as células
epiteliais das vias aéreas humanas produzem IL-33 em resposta a estimulacdo com
um extrato do fungo Alternaria ou extrato de barata oriental (Kouzaki et al., 2011). A
expresséo elevada de IL-33 foi também observada em células epiteliais das vias
aéreas humanas em resposta ao DNA microbiano e as citocinas pro-inflamatorias

(Chustz et al., 2010; Reh et al.,, 2010). Outro estudo demonstrou aumento



Discussdo | 61

significativo na expressédo de IL-33 em células epiteliais nasossinusais de pacientes
com RSCcPN em resposta a varios antigenos fingicos comumente associados a
RSC, incluindo A. fumigatus, A. alternata e C. herbarum. No entanto, apenas o
extrato de A. fumigatus promoveu aumento na indugéo de IL-33 em células epiteliais
de pacientes com RSCcPN em comparacdo aqueles com RSCsPN, sugerindo
diferencas na resposta de células epiteliais entre esses pacientes para A. fumigatus.
Coletivamente, concluiram que esses dados sugerem que a IL-33 produzida pelas
células epiteliais nasossinusais em resposta a fungos ambientais comuns pode
impulsionar sua producdo em pacientes com RSNcPN; que poderia, por sua vez,
promover producdo de muco e eosinofilia tecidual tipicamente observada nesses
pacientes. Isto suporta um papel chave para a IL-33 na fisiopatologia da RSCcPN
(Chackerian et al., 2007; Schmitz et al., 2005).

Quando avaliada a IL-33, verificou-se diferenga estatisticamente significativa,
quando comparado o grupo de funcionérios com RSC (expostos a fibras do algodao)
com 0S outros grupos.

Este estudo confirmou a estreita relacdo entre a exposicédo ao po6 de algodéao
no local de trabalho e a ocorréncia de expressdo aumentada de IL-4, IL-5, IL-10, IL-
17 e IL-33, sugerindo ser o algoddao um indutor de RSC. A implementacdo de
terapias/medicamentos com capacidade de inibir a expressédo dessas citocinas e de
ser utilizada durante o periodo de exposicdo ocupacional poderia ajudar a reduzir o

processo inflamatério nesses individuos e inibir o desenvolvimento de rinite e RSC.

6.1 Protecao aos trabalhadores

Diante do exposto, deparou-se com dois problemas principais:

1. O primeiro é trabalhar no estabelecimento do nexo causal e a completa
elucidacado da fisiopatologia do desenvolvimento da RSO e o0s mais
diversos tipos de exposicdes ocupacionais existentes em nosso meio,
uma vez que nao faz parte da rotina dos profissionais da saude afeitos a
essa questdo por falta de conhecimentos epidemiolégicos,

fisiopatoldgicos especificos e politicas publicas.
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2. O segundo é trabalhar na necessidade de medidas preventivas para
evitar o desenvolvimento e a evolucdo das mais diversas doencas das
vias respiratérias relacionadas a exposicdo laboral. O uso de
equipamentos de protecdo individual mais eficazes e, se necessario,
ajustes no tempo de jornada de trabalho, visando diminuir o contato
desses inalantes com a mucosa e sua progressao para a RSC e outras

enfermidades.



7. Conclusoes
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Este estudo confirmou a estreita relacdo entre a exposicédo ao pé de algodao
no local de trabalho com a ocorréncia de expressdo aumentada de IL-4, IL-5, IL-10,
IL-17 e IL-33, de forma significativa, quando comparada entre 0s pacientes
portadores de RSC expostos ao algodao, os com RSC sem exposi¢cao ao algodao e

oS controles.
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ANEXO A - cCOMPROVANTE DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA
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CEP/EC

Prezados Senhores,

O trabalho intitulado “AVALIACAO DA PRESENCA DE
ENTEROTOXINAS B EM BACTERIAS DA MUCOSA NASAL DE PACIENTES
PORTADORES DE RINOSSINUSITE CRONICA COM EXPOSICAO A FIBRA DO
ALGODAO”- Versido 3, de 11/09/2014, foi analisado pelo Comité de Etica em
Pesquisa, em sua 395* Reunido Ordinaria realizada em 29/09/2014 e
enquadrado na categoria: APROVADO, bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido - Versdao de 28/08/2014, de acordo com o Processo HCRP
n® 7210/2014.

De acordo com Carta Circular n° 003/2011/CONEP/CNS,
datada de 21/03/2011, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o
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ANEXQO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, : _____anos,
brasileira(o) __ ,RG , trabalho na Cooperativa Nova Esperanca e
resido 4 , estou
sendo convidado a participar de um estudo denominado “Padrao imuno-

histoquimico da mucosa nasal de portadores de rinossinusite crénica com e
sem exposicao a fibras do algodao e controle”. cujos objetivos e justificativas
sdo: pesquisar os provaveis fatores (Imunohistoquimicos) envolvidos na ocorréncia
da Rinossinusite entre os trabalhadores que, presumivelmente por estarem
expostos a fibra de algoddo no ambiente de trabalho, desenvolvem esta patologia
tdo prevalente na populacdo em geral, mas em especial neste grupo do estudo.

A minha participacdo no referido estudo sera no sentido de permitir a
realizacdo dos exames e estudos que se seguirdo para confirmar o diagndéstico
clinico de rinossinusite crénica e as conclusdées a que o estudo se refere. Durante
esta etapa estou ciente que serei submetido a Videoendoscopia Nasal (filmagem
com camera de video especial pela cavidade nasal), Tomografia Computadorizada
dos Seios Paranasais (exame de imagem, similar aos RXs) e Realizacdo de retirada
de por¢cdo pequena da mucosa nasal do corneto médio (sob anestesia local topica,
Ou seja, ndo sera necessario injecdo de qualquer substancia), e este material do
meu nariz sera armazenado e utilizado para este estudo e outros que se seguirem,
se necessario e sempre sob sigilo e tutela da Comissdo de Etica Médica da USP-
RP.

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar como beneficio
o aprofundamento do conhecimento de meu quadro clinico, ou seja, a real situacao
da minha doenc¢a — Rinossinusite Cronica, se realmente comprovada.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre 0s possiveis
desconfortos e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que é uma
pesquisa, e os resultados positivos ou negativos somente serdo obtidos apds a sua
realizacdo. Assim, estou ciente que durante a realizacdo das exames € possivel
ocorrer algum desconforto e até mesmo pequenos sangramentos nasais, sempre em
pequena quantidade e de facil resolucéo.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome
ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar,
sera mantido em sigilo.

Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou
retirar meu consentimento a qualgquer momento, sem precisar justificar, e de, por
desejar sair da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo.

O pesquisador envolvido com o referido projeto é o Dr. Ivan de Picoli Dantas,
P6s Graduando da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP (Universidade
de Sé&o Paulo), o telefone de contato é 19-34069003 e o da Instituicdo € 16-
36022862, o e-mail para contato € czappeliniZ@hotmail.com, e com ele poderei
manter contato a qualquer instante para assuntos e duvidas relacionadas ao estudo.

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é garantido
o livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e
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suas consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da
minha participacao.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em patrticipar, estando totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor
econdmico, a receber ou a pagar, por minha participagéao.

No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participacdo na
pesquisa, haverd ressarcimento na forma seguinte: apresentarei os recibos e ou
tickets de passagens de transporte e o Dr. Carlos Eduardo fara o ressarcimento em
espécie. De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha
participacdo no estudo, serei devidamente indenizado, conforme determina a lei.

Ribeirdo Preto, de de20

Nome e assinatura do sujeito da pesquisa

Dr. Carlos Eduardo Monteiro Zappelini — Pesquisador Responsavel
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ANEXO C - QUESTIONARIO 1

Nome: Idade: Sexo:
Funcdo na empresa: Tempo na fungéo:
Fuma: SIM () NAO ( )

Vocé tem Sinais ou Sintomas Sugestivos de Rinossinusite Crbénica?

Assinale SIM apenas se 0s sintomas abaixo persistem por mais de trés meses por
ano

- Obstrucao/blogueio/congestao nasal (nariz entupido):
SIM( ) NAO( )

- Gotejamento anterior ou posterior- secre¢cdo ou catarro escorrendo pela
garganta ou pelo nariz constantemente:
SIM( ) NAO( )

- Press&o ou dor facial (dor na cabega, na face e ou na testa):
SIM( ) NAO ()

- Reducéo/perda do olfato (ndo sente ou sente pouco cheiro):
SIM () NAO ()

Assinatura:
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ANEXQO D - QUESTIONARIO 2

Nome

SNOT-22 - Sino Nasal Outcome Test

Considerando a gravidade e a frequéncia do
sintoma relate cada item, assinalando o
namero correspondente a como vocé o sente

Né&o ha
problema

©)

Problema
muito suave

@

Problem
aleve (2)

Problema
moderado

®

Problema
severo (4)

Pior
problema
que pode
existir (5)

Item(s) mais
importante(s)

. Necessidade de assuar o nariz

. Espirros

. Nariz escorrendo

Tosse

. Secrec¢do escorrendo pela garganta

. Secrec¢do grossa saindo pelo nariz

. Sensacéo de ouvido cheio ou tapado

. Tontura

o o[~ of o] ] w] v =

. Dor de ouvido

[N
o

. Dor ou press&o no rosto

[N
=

. Dificuldade para conseguir dormir

[N
N

. Acorda no meio da noite

=
w

. Falta de uma boa noite de sono

[N
N

. Acorda cansado

[N
a1

. Fadiga ou cansaco durante o dia

=
[22]

. Diminui¢&o do seu rendimento para realizar
atividades do seu dia a dia

17. Diminui¢do do seu rendimento para realizar
atividades do trabalho.

18. Frustrado, agitado ou irritado

19. Tristeza

20. Sensagao de vergonha

21. Dificuldade para sentir cheiros ou gostos

22. Nariz entupido
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ANEXO E - FoTtos bo LocaL

Figura 1.

Figura 2.
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Figura 4.




