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Resumo

PASSOS, I. M. Influéncia dos inibidores de apoptose na resposta ao Furoato de
Mometasona em pacientes com Rinossinusite Créonica com Pélipo Nasal. 95f.
2022. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo. Ribeirdo Preto. 2022.

Introducdo: Os Inibidores da Apoptose (IAPs) podem interferir no processo
inflamatoério crbnico, e auxiliar na formagdo da Rinossinusite Crénica com Polipo
(RSCcPN), ou interferir a susceptibilidade dos polipos nasais ao tratamento clinico
com corticoide topico nasal; todavia estudos sobre o tema ainda sdo escassos na
literatura. Objetivos: comparar a expressao dos IAPs entre pacientes com RSCcPN
e individuos livres de doenca, comparar a expressao dos IAPs entre pacientes com
RSCcPN que obtiveram boa resposta ao corticoide tdépico nasal e aqueles com
resposta inadequada; e correlacionar a expressdao dos IAPs a marcadores
inflamatorios (clinicos e laboratoriais) em pacientes com RSCcPN. Pacientes e
Métodos: Foram coletados dados clinicos dos pacientes com RSCcPN por meio de
guestionario de qualidade de vida - SNOT-22, realizadas medidas do escore
endoscépico (Lund-Kennedy) e do escore tomogréafico (Lund-Mackay). Foram
colhidas amostras de pélipo nasal de pacientes com RSCcPN (sem vigéncia de
tratamento clinico) e amostras de concha média dos controles para processamento.
A expressao génica dos IAPs (XIAP, BIRC2/IAP1 e BIRC3/IAP2) e das caspases
(CASP3, CASP7, CASP9 e BCL2) foram medidos por qRT-PCR. As dosagens das
citocinas pré-inflamatérias (IFN-y, IL-5, IL-33, IL-10, IL-17 e TGF-B) foram medidas
pelo método Luminex. A compara¢ao entre 0 grupo de pacientes com polipo nasal e
os controles foi realizada por meio de testes paramétricos ndo-pareados. A analise
de Componentes Principais (PCA) foi usada para correlacionar a expressao dos
marcadores avaliados com a resposta ao corticoide topico nasal nos pacientes com
RSCcPN. Resultados: Foram encontradas menor expressao dos trés genes IAPs e
expressdo significativamente maior das citocinas INF-y, IL-5 e TGF-f nesses
pacientes em comparacao aos livres de doenca. Ainda, observou-se que pacientes
que responderam mal ao corticoide tépico tinham indices significativamente menor
de BIRC2/IAP1 quando comparados aos que obtiveram melhor resposta. Ao se
associar a expressao dos marcadores a resposta ao corticoide pelo método PCA,
identificou-se que os marcadores BIRC2/IAP1, XIAP, BCL2, CASP9, IL-17 e IL-33
estiveram aumentados em pacientes com melhor resposta clinica, enquanto que
CASP7 e TGF-f estiveram relacionados com pior resposta ao tratamento.
Conclusdes: Evidenciou-se inflamagcdo com padrédo misto (T1, T2 e T3) nos
pacientes com RSCcPN, quando comparados aos controles. Estes dados sugerem
que a diminuicdo dos IAPs seja um fator importante na fisiopatogenia da RSCcPN e
na suscetibilidade ao tratamento clinico. Considerando que os IAPs modificam a
cascata inflamatoria inata, estes achados reforcam a importancia do processo da
imunidade inata como um elo essencial entre o ambiente, o eptitélio e a cronificacao
do processo inflamatorio, além de abrir novas persepctivas sobre a importancia da
barreira epitelial da mucosa nasossinusal na RSCcPN.

Palavras-chave: Inibidores da apoptose. Pdlipo nasal. Rinossinusite crénica.



Abstract




Abstract

PASSOS, I. M. Influence of apoptosis inhibitors on the response to
Mometasone Furoate in patients with Chronic Rhinosinusitis with Nasal Polyp.
95f. 2022. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo. Ribeirdo Preto. 2022.

Introduction: Inhibitors of Apoptosis (IAPs) can interfere with the chronic
inflammatory process, and help in the formation of CRSwWNP, or interfere with the
susceptibility of nasal polyps to clinical treatment with nasal topical corticosteroids,
however studies on the subject are still scarce in the literature. Objectives: to
compare the expression of apoptosis inhibitors between patients with CRSwPN and
disease-free individuals, compare the expression of apoptosis inhibitors between
patients with CRSwWPN who had a good response to nasal topical corticosteroids with
those who had an inadequate response, and to correlate the expression of the
inhibitors from apoptosis to inflammatory markers (clinical and laboratory) in patients
with CRSWPN. Patients and Methods: Clinical data from patients with CRSwWNP
were collected through a quality of life questionnaire — SNOT-22, with measurements
of the endoscopic score (Lund-Kennedy) and the tomographic score (Lund-Mackay).
Nasal polyp samples were collected from patients with CRSwWPN (without clinical
treatment) and middle turbinate samples from controls for processing. The gene
expression of apoptosis inhibitors (XIAP, BIRC2/IAP1 and BIRC3/IAP2) and
caspases (CASP3, CASP7, CASP9 and BCL2) were measured by qRT-PCR. The
dosages of pro-inflammatory cytokines (IFN-a, IL-5, IL-33, IL-10, IL-17 and TGF-B)
were measured by the Luminex method. Comparison between the group of patients
with nasal polyps and controls was performed using unpaired parametric tests.
Principal Component Analysis (PCA was used to correlate the expression of the
markers evaluated here with the response to nasal topical corticosteroids in patients
with CRSWPN. Results: We found lower expression of the three apoptosis inhibitor
genes and significantly higher expression of the cytokines INF-y, IL-5 and TGF-$ in
CRSwWPN patients compared to disease-free patients. Furthermore, we observed that
patients who responded poorly to topical corticosteroids had significantly lower rates
of BIRC2/IAP1 when compared to those who responded better. By associating the
expression of the markers with the response to steroids using the PCA method, we
identified that the markers BIRC2/IAP1, XIAP, BCL2, CASPY9, IL-17 and IL-33 were
increased in patients with better clinical response, while CASP7 and TGF- 3 were
related to worse response to treatment. Conclusions: Inflammation with a mixed
pattern (T1, T2 and T3) was evidenced in patients with CRSwWPN, when compared to
controls. Our data suggest that the decrease in IAPs is an important factor in the
CRSwWPN pathophysiology and susceptibility to clinical treatment. Considering that
IAPs modify the innate inflammatory cascade, the present findings reinforce the
importance of the innate immunity process as an essential link between the
environment, the epithelial and the chronification of the inflammatory process, in
addition to opening new perspectives on the importance of the epithelial barrier of the
inflammatory process nasosinusal mucosa in CRSwPN.

Keywords: Apoptosis inhibitors. Nasal polyp. Chronic Rhinosinusitis
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1.1 Rinossinusite cronica: impacto e classificagao

A Rinossinusite cronica (RSC) € um problema de saude publica de grande
importancia e alta prevaléncia (BACHERT et al., 2014; PILAN et al., 2012). De
acordo com o European Position Paper on Rhinosinusitis and Nasal Polyps (EPOS)
2020, a prevaléncia mundial da RSC é entre 5 e 12% (FOKKENS et al., 2020); e na
cidade de S&o Paulo de 5,51% (PILAN et al., 2012). Estima-se que a rinossinusite,
seja ela aguda ou crbnica, afete anualmente 12-15,2% da populacdo adulta dos
Estados Unidos, o que excede a prevaléncia de outras condi¢cdes respiratorias
comuns como rinite alérgica (8,9%), asma aguda (3,8%) e bronquite cronica (4,8%)
(BHATTACHARYYA, 2010).

O impacto da RSC, muitas vezes, se estende além da regido nasossinusal e
pode ter efeitos profundos sobre o bem-estar funcional e a qualidade de vida geral
(ORLANDI et al., 2021). DeConde e Soler (2016) mencionaram que pacientes com
RSC possuem escore de gqualidade de vida médio semelhante ao de pacientes com
asma moderada e doenca renal crénica em hemodialise, e pior qualidade de vida do
gue a de pacientes com doenca arterial coronariana, doenca de Parkinson e doenca
pulmonar obstrutiva cronica. Ainda, essa pior qualidade de vida acaba levando a alto
impacto socioeconbmico. S&o reportadas altas taxas de absenteismo e
presenteismo por pacientes com RSC, uma vez que ha maior prevaléncia dessa
doenca na idade produtiva (entre 18-65 anos) (BLACKWELL; COLLINS; COLES,
2002). Outro fator importante para a piora na qualidade de vida é a relacéo entre a
RSC e a depressdo. Estudos indicam taxa de prevaléncia de depressdo em
pacientes com RSC variando entre 9-26% (DAVIS et al., 2005; WASAN et al., 2007),
frequéncia acima da taxa na populacdo geral, que é de 5-10% (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION -CDC, 2010)

Estimativas sugerem que, para a RSC, os custos totais sdo superiores a US$
30 bilhdes por ano nos EUA, uma vez que os custos diretos (com assisténcia médica
e medicamentos) variam entre US$ 10 e 13 bilh6es por ano e os custos indiretos
(perda de produtividade daqueles que sofrem com a doenca em si) estdo
contabilizados em US$ 20 bilhdes, principalmente devido ao presenteismo, que é a
diminuicdo da produtividade no trabalho (RUDMIK, 2017). Um estudo americano de



Introducédo | 22

2009, descreveu que os gastos com saude foram significativamente maiores em
rinossinusite quando comparados a outras doengas como Ulcera péptica, asma
aguda e febre do feno (BHATTACHARYYA, 2010). Na Europa, Lourjisen, Fokkens e
Reitsma (2020) encontraram custos diretos anuais de 1.501 euros por ano em um
grupo de pacientes com Rinossinusite Cronica com Polipo Nasal (RSCcPN), sendo
especialmente as custas de consultas ambulatoriais, cirurgia endoscopica nasal e
custos com hospitalizacdo. Cabe salientar que a época do estudo, os
imunobiolégicos ndo haviam sido aprovados pelo EMA (European Medicines
Agency). Foram descritos, também, os custos indiretos anuais de 5.659,28 euros
devido a perda de produtividade por absenteismo. Os pacientes faltaram ao trabalho
em média 10,55 + 44,4 dias/ano. Foi evidenciada reducéo na eficacia do trabalho por
34,9% dos pacientes.

Ha dois principais consensos publicados recentemente sobre a RSC: o
International Consensus Statement on Allergy and Rhinology (ICAR-RS-21)
(ORLANDI et al., 2021) e o0 EPOS 2020 (FOKKENS et al., 2020). De acordo com
ambos, a RSC é definida como uma doenca inflamatoria heterogénea e multifatorial
da mucosa nasossinusal e clinicamente definida, em adultos, pela presenca de dois
ou mais sintomas; um dos quais deve ser bloqueio/obstru¢do/congestao nasal ou
rinorreia (secrecdo nasal) anterior/posterior; associada a dor/pressao facial e/ou
reducdo ou perda de olfato por mais de 12 semanas (FOKKENS et al.,, 2020;
ORLANDI et al, 2016). Ainda, segundo o ICAR-RS-21, ela é subdividida,
principalmente, em duas entidades conhecidas: RSCcPN e a Rinossinusite Cronica
sem Podlipo Nasal (RSCsPN) (ORLANDI et al.,, 2021), que sera a classificacédo
adotada no presente estudo.

1.2 Condic¢des associadas

- Asma

A relagdo entre RSC e a asma é indiscutivel. A prevaléncia de asma em

pacientes com RSC € de cerca de 25%, em comparacdo a populacao geral, cuja
prevaléncia € de 5% (SEYBT; McMAINS; KOUNTAKIS, 2007). O grupo Global
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Allergy and Asthma Network of Excellence (GA2LEN) estudou mais de 52.000
adultos entre 18 e 75 anos, concluindo que existe uma forte associagcao entre asma
e RSC, mais forte do que a associa¢do da RSC com a rinite alérgica (JARVIS et al.,
2012). A asma foi diagnosticada em 26% dos pacientes com RSCcPN, comparados
a 6% dos controles (KLOSSEK et al.,, 2005). Além disso, 7% dos asmaticos
apresentaram polipo nasal (THOMAS et al., 2008).

A RSCcPN e asma compartiiham ainda caracteristicas semelhantes de
inflamacéo e remodelamento. Esta associacdo tem sido confirmada por numerosas
observacfes de alteracdes histopatolégicas comuns, com inducdo da mesma célula
efetora priméaria (eosinéfilo) e dos mesmos mediadores inflamatérios comuns
(ORLANDI et al., 2021). Além disso, h& estudos demonstrando que marcadores
como a Interleucina 5 (IL-5) e IgE (Imunoglobulina E) para enterotoxina para
Staphylococcus aureus (SAE - Staphylococcus aureus enterotoxin) no polipo nasal
estejam relacionados com maior coassociacdo a asma, confirmando a ideia de um
distarbio imunolégico comum a uma via aérea unida (BACHERT et al., 2010). Ainda,
ha evidéncias de que a presenca de asma nos pacientes com RSC esta relacionada
a pior desfecho e maior chance de recorréncia, inclusive com maior necessidade de
reabordagem cirurgica, seja para pacientes com RSCcPN, RSCsPN (SELLA et al.,
2020).

- DREA

A Doenca Respiratéria Exacerbada por Anti-inflamatério nao-esteroidal
(DREA) é uma doenca inflamatéria eosinofilica crénica do trato respiratorio
caracterizada pela presenca de asma e RSCcPN e exacerbacdo dos sintomas por
AINES (Anti-inflamatérios ndo esteroides), incluindo a aspirina (KOWALSKI et al.,
2019). De acordo com Makowska et al. (2016), a prevaléncia das reacdes
respiratorias aos AINES foi maior nos pacientes com sintomas de RSC e asma nos
altimos 12 meses, mas nao foi associada a rinite alérgica. A prevaléncia da DREA
em pacientes com RSCcPN em um centro de referéncia terciario foi de 16%
(STEVENS et al., 2017). Geralmente, os pacientes com DREA apresentam piores

sintomas nasossinusais, maior extensao da doenca a tomografia e maior recorréncia
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dos podlipos nasais apos a cirurgia (KOWALSKI et al., 2019; SELLA et al., 2020;
STEVENS et al., 2017).

-Alergia

Alergia mediada por IgE tem sido uma entre as multiplas etiologias sugeridas
como relacionadas com a RSCcPN, uma vez que ambas as condicbes sao
altamente associadas a resposta T2 mediada. Niveis elevados de citocinas T2, como
a IL-5 e interleucina 13 (IL-13), foram isolados nos tecidos de pélipos nasais, e a
inflamacé@o eosinofilica é comumente encontrada tanto na atopia quanto na
RCScPN. Essa associacao indireta, no entanto, ndo é confirmada pela clinica direta
em varios estudos (TANTILIPIKORN et al., 2020; WILSON; McMAINS; ORLANDI,
2014). De acordo com o ICAR-RS-21, a conclusao atual é que a associagéo entre
alergia e RSCcPN ainda é contraditoria (ORLANDI et al.,, 2021), exceto para
situacdes em que a alergia seja um fator causal importante, como na Rinossinusite
Fungica Alérgica (RSFA) e na Doenca Alérgica do Compartimento Central (DACC)
(FOKKENS et al., 2020).

- Tabagismo

O tabagismo é também considerado um fator de risco para RSC, visto que 0
tabaco € toxico a mucosa nasal, e que os poluentes e as toxinas da fumaca do
cigarro sao pro-inflamatérios e criam estresse oxidativo na mucosa (FOKKENS et al.,
2020). Hutson et al. (2021) estudaram o impacto do tabagismo nos sintomas de
pacientes com RSC, baseados na avaliacdo do questionario de qualidade de vida
SNOT-22, e encontraram significativa piora dos sintomas nos pacientes com
tabagismo ativo, que apresentaram, em média, 10 pontos quando comparados aos

nao fumantes.

1.3 Fisiopatologia da RSCcPN

Mecanismos envolvendo clearance mucociliar, barreira epitelial, resposta
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imune do hospedeiro (inata e adaptativa) e remodelamento tecidual funcionam de
forma orquestrada e contribuem para a homeostase da mucosa nasal. Alteracdes
em uma dessas fases, assim como do microbioma nasal, podem induzir inflamacéo
cronica caracteristica na RSC (STEVENS et al., 2015).

Atualmente, evidéncias sugerem que existem varios endétipos da RSC, com
diferentes fisiopatologias e diversas formas de inflamagé&o, que terminam em um dos
fendtipos (RSCcPN ou RSCsPN) (CAO et al., 2019; KOENNECKE et al., 2018;
STEVENS et al.,, 2015). Além disso, diferentes perfis inflamatérios podem ser
encontrados na prépria RSCcPN, dependendo de doencas relacionadas, como
asma brénquica, fibrose cistica, discinesia ciliar e DREA (CAO et al., 2019;
KOENNECKE et al., 2018).

A RSCcPN é caracterizada pela desregulacdo do processo inflamatorio,
relacionado tanto a imunidade inata como adaptativa (CAO et al., 2019;
KOENNECKE et al.,, 2018; ORLANDI et al.,, 2016; STEVENS et al., 2015). A
inflamacdo por imunidade inata € a primeira resposta do sistema imunolégico a
infeccdo ou ao trauma de forma sistematica e padronizada, iniciada por membros
dos receptores da superfamilia de reconhecimento de padrées imunes inatos (PRRS)
(ESTORNES; BERTRAND, 2015). Esses receptores detectam a presenca de
componentes microbianos conservados, que S4o comuns a VAarios organismos, mas
diferentes do padrdo humano, chamados Padrdes Moleculares Associados a
Patogenos (PAMPs) e/ou Padrbes Moleculares Associados a Danos Intracelulares
(DAMPs) (CAO et al, 2019). A ligacdo desses padrOes a seus respectivos
receptores ativa as vias de sinalizacdo da MAPK (Mitogen-Activated protein kinase)
e do NF-xB (nuclear factor-kB) que, coletivamente, induzem a transcricdo de genes
que codificam véarios mediadores de inflamacdo, tais como citocinas proé-
inflamatorias, quimiocinas, moléculas de adesdo, proteinas de fase aguda e
peptideos antimicrobianos. Outros PRRs atuam indiretamente, por meio da ativacao
de inflamassomas, que séo responsaveis pela regulacdo da maturacdo proteolitica
das citocinas pro-inflamatérias (ESTORNES; BERTRAND, 2015).

No caso da RSCcPN em pacientes caucasianos, células epiteliais produzem
citocinas pro-inflamatérias de imunidade inata como TSLP (thymic stromal

lymphopoietin), IL-25 e IL-33, que recrutam células linfoides inatas (ILCs) do tipo 2
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para a mucosa nasossinusal. Por fim, as ILCs iniciam a producg&o de citocinas do
tipo T2, como IL-5, IL-4 e IL-13 (MJOSBERG et al., 2011; SHAW et al., 2013). As
células ILC2 desempenham papel significativo na RSCcPN eosinofilica, sendo
importante fonte produtora de citocinas do tipo T2 (NAGATA et al., 2019). Dessa
forma, as células epiteliais sdo induzidas a promover uma cascata pro-inflamatéria
que culmina na producdo de uma variedade de citocinas, quimiocinas e moléculas
de adesdo. Essas moléculas, por sua vez, sdo capazes de recrutar células como
eosindfilos, mastdécitos, linfocitos T e neutréfilos (VALERA et al., 2008). A interacdo
de citocinas produzidas por células inflamatérias e estruturais leva ao processo
inflamatério crénico e persistente da RSCcPN.

Acredita-se que o epitélio tenha um papel importante na fisiopatogénese da
RSCcPN. As células epiteliais nasossinusais, além de secretar produtos
antimicrobianos, formam uma barreira fisica, envolvendo tight junctions, adherens
juntions e desmossomos, protegendo o tecido nasossinusal de danos causados por
agentes patogénicos inalados, alérgenos e outros irritantes (KOENNECKE et al.,
2018; STEVENS et al., 2015). No entanto, em pacientes com RSC, estudos sugerem
que esta barreira esta comprometida, sendo reportadas reducées nos niveis de
proteinas das tight junctions, ocludina-1 e zonula occludens 1 (ZO-1) em pacientes
com RSCcPN em comparacdo a controles saudaveis, o que leva a diminuicdo da
resisténcia elétrica transepitelial (KOENNECKE et al., 2018; SOYKA et al., 2012;
STEVENS et al., 2015) e a alteracdes no transporte idnico nos polipos nasais
(STEVENS et al., 2015). Além disso, Valera et al. (2019) observaram que células
basais de pacientes com RSCcPN possuem capacidade diminuida de regeneracéo
epitelial, provavelmente por distarbios de migracdo celular, sendo um dos
mecanismos envolvidos chamado lamelipodia. Esse resultado sugere que a
disfuncdo epitelial ocorre de forma mais abrangente na mucosa nasossinusal de
pacientes com RSCcPN, o que pode, no final, auxiliar na perpetuagéo do processo
inflamatorio crénico.

Outro mecanismo que contribui para a fisiopatogénese da RSCcPN é a
disfuncéo ciliar. Estudos histopatologicos evidenciaram que algumas regides dos
pélipos nasais ndo tém superficies ciliadas, o que causa interrup¢do no fluxo de

muco nas cavidades nasossinusais (CZERNY et al., 2014). A mucosa nasossinusal
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nos pacientes com RSCcPN apresenta metaplasia escamosa, e cilios anormais ou
ausentes sao frequentemente associados a essa alteracdo epitelial (LI et al., 2012;
YU et al., 2013). A microscopia eletrénica confirmou cilios excessivamente densos,
alongados e desordenados nesses pacientes (LI et al., 2014).

Patégenos também podem afetar diretamente a barreira de células epiteliais
nasossinusais. Foi demonstrado que o P. aeruginosa (Pseudomonas aeruginosa)
rompe transitoriamente as proteinas das tight juctions (ocludina e claudina-1) em
células epiteliais nasais humanas cultivadas (NOMURA et al., 2014). Além disso,
verificou-se que o S. aureus (Staphylococcus aureus) e alguns fungos secretam
substancias que também podem lesar o epitélio por diminui¢cdo da expressao de ZO-
1 em células epiteliais nasais humanas in vitro (STEVENS et al., 2015). Proteases
podem clivar diretamente as proteinas juncionais ou ativar receptores celulares que
alterem o epitélio nasossinusal. Malik et al. (2015) observaram ruptura do epitélio e
diminuicdo de expressdo de ZO-1 em culturas de células nasossinusais
diferenciadas apds exposicdo delas a S. aureus, enquanto Valera et al. (2019)
demonstraram diminuicdo de reparo celular das células basais de pélipos nasais
apos exposicdo a exoprodutos do S. aureus. A disfuncédo epitelial induzida por
patégenos do epitélio nasossinusal facilita a infeccdo bacteriana, a colonizagdo ou
mesmo a formacdo de biofilme, potencializando a perpetuacdo da doenca
(STEVENS et al., 2015).

Kawakami et al. (2021) avaliaram a atividade de células dendriticas e perfis
de citocinas de células T no sangue periférico de pacientes com RSC eosinofilica,
comparando a individuos livres da doenca, e encontraram a capacidade diminuida
de pDCs (plasmacytoid dendritic cells) (um dos trés subtipos de células dendriticas)
e proporcao aumentada de fenotipos de células T no sangue periférico, sugerindo
gue esses fatores podem estar relacionados a patogénese da doenca.

Atualmente, tem-se na eosinofilia da mucosa nasossinusal um marcador
essencial da RSC para prognostico da doenca e um alvo terapéutico importante, a
ponto do EPOS 2020 incluir a eosinofilia como critério maior para a classificacéo da
RSCcPN (FOKKENS et al., 2020). O estudo em amostras de tecidos com RSC com
e sem polipo nasal demonstrou que a eosinofilia tecidual era muito maior, em média,

nos polipos nasais, independende da atopia (FOKKENS et al., 2020). Os pdélipos



Introducdo | 28

eosinofilicos ou edematosos sdo a forma mais comum de poélipos nasais na
populacdo caucasiana, na frequéncia de 65-90% dos pdlipos totais (CAO et al.,
2019; KOENNECKE et al., 2018). No Brasil, Couto et al. (2008) evidenciaram que
73% dos polipos estudados possuiam o perfil eosinofilico.

E caracteristico dos polipos eosinofilicos 0 aumento de citocinas do tipo T1 e
T2 e inibicAo das Tregs (STEVENS et al.,, 2015), o que leva ao aumento de
eosindfilos no tecido nasossinusal e da atividade dos mastocitos e basofilos,
provocando dano tecidual elevado e remodelamento (CAO et al., 2019;
KOENNECKE et al.,, 2018; ORLANDI et al., 2016; STEVENS et al., 2015). No
entanto, a relagdo entre RSCcPN e eosinofilia da mucosa ndo € observada em
polipos asiaticos, em que pacientes com polipos extensos apresentam franca
neutrofilia no tecido (KOENNECKE et al., 2018; ORLANDI et al., 2016; STEVENS et
al., 2015; WANG et al., 2016; ZHANG et al., 2008). Apenas cerca de metade dos
pacientes com RSCcPN na China e em outros paises da Asia Oriental mostram
infiltrado eosinofilico com resposta imune tipica T2 (CAO et al., 2019; KOENNECKE
et al., 2018; STEVENS et al., 2015). Embora os efeitos patolégicos da atividade dos
eosindfilos na RSC ndo sejam completamente claros, sabe-se que a sua
degranulacdo causa edema tecidual, descamacao epitelial e remodelamento que
termina por fibrose, como ja foi bem foi relatado na mucosa pulmonar em pacientes
com asma (FOKKENS et al., 2020).

Estudos recentes demonstraram que a eosinofilia do tecido se correlaciona
com resultado relativamente ruim, independente da presenca ou auséncia de
poélipos, o que pode sugerir que essa célula seja um biomarcador de doenca grave e
recalcitrante, ou que medeie pior progndstico. Biomarcadores sistémicos ou
teciduais para RSC eosinofilica, por conseguinte, podem desempenhar papel clinico
significativo (FOKKENS et al., 2020), mesmo que na auséncia de poélipos nasais
(DELEMARRE et al., 2020). Os eosindfilos sdo responsivos aos corticosteroides, 0
gue pode explicar alguns dos efeitos terapéuticos dos corticoides na RSC. Um
estudo recente, porém, utilizou o dexpramipexole, um medicamento anti-eosindfilo,
em pacientes com RSCcPN, demonstrando reducdo em mais de 90% nos
eosindfilos sanguineos e nos pdlipos nasais, porém essa redugdo nos eosinofilos

nao esteve associada a melhora significativa nos sintomas nasossinusais € nem nos
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escores dos pélipos a endoscopia nasal, sugerindo que apesar de ser um marcador
preditivo de gravidade da doenca, os eosinéfilos podem ser responsaveis apenas
parcialmente na fisiopatologia da RSCcPN (LAIDLAW et al., 2019).

A remodelamento tecidual € fundamental para a formacdo do pdlipo nasal,
histologicamente caracterizado por infiltrado celular inflamatério, formacédo de
pseudocistos e edema em estroma com diminuicdo dos niveis de colagenos (MENG
et al., 2013). O comprometimento da fibrinélise causa deposicdo excessiva de fibrina
no polipo nasal e esse processo pode levar a retencdo de proteinas plasmaticas. O
extravasamento e o depdésito dessas proteinas provocam o crescimento do poélipo
em si. Essa malha de fibrina é estabilizada pelo fator de crescimento Xllla, cujos
niveis encontram-se aumentados em pacientes com RSCcPN (TAKABAYASHI et al.,
2013). Foi encontrado também desequilibrio na formacdo e degradacéo da fibrina,
gue supostamente contribui para a formacdo do polipo nasal (STEVENS et al.,
2015).

1.4 Inibidores de apoptose e RSCcPN

A RSCcPN tem também um componente proliferativo, portanto o atraso na
cascata da apoptose poderia ser um importante fator para o desenvolvimento desta
doenca (KUPPER et al., 2014). As caspases desempenham papel importante na
regulacédo da inflamacao e da apoptose. Elas sdo ativadas por clivagem proteolitica
de forma precursora (caspases 8 e 9) e efetora (caspases 3 e 7), que, por sua vez, é
diretamente responsavel pela morte celular Kipper et al. (2014) observaram
expressao significativamente menor das caspases 3 e 9 em pacientes com RSCcPN
em comparagao aos controles. Ainda, Fruth et al. (2012) relataram que na RSCcPN
h&a aumento de expressdo de survivina, uma proteina inibidora da apoptose, o que
diminui a funcéo da apoptose em tecidos da mucosa nasal.

Embora mais conhecido por sua capacidade de suprimir a apoptose por meio
da inibicdo da caspase, estudos recentes tém destacado o papel critico das
proteinas inibidoras de apoptose (IAPs) em outros processos celulares (SHARMA,
KAUFMANN; BISWAS, 2017). Entre as IAPs, a cellular IAP1 (clAP1), cellular IAP2

(clAP2) e a X-linked IAP (XIAP) tém sido apontadas como importantes reguladores
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da sinalizacdo celular, incluindo a inflamacdo (ROSCIOLI et al.,, 2013; SHARMA;
KAUFMANN; BISWAS, 2017). Esta funcao foi recentemente demonstrada pela
capacidade dessas proteinas de ubiquitinizacdo, um mecanismo molecular essencial
que permite, ndo s6 regular as vias pro-inflamatoérias classicas importantes como o
NF-xkB e MAPK, mas também controlar a ativacdo dos inflamassomas (ROSCIOLI et
al., 2013; SHARMA; KAUFMANN; BISWAS, 2017).

Sabe-se que XIAP, clAP1 e clAP2 sao reguladoras positivas de respostas
imunes mediadas pelos receptores NOD (nucleotide-binding and oligomerization),
gue sdo receptores importantes para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(SHARMA; KAUFMANN; BISWAS, 2017). Estudos com camundongos com
macréfagos deficientes de XIAP, clAP1 e clAP2 promovem ativacdo deficiente de
NF-kB e MAPK, e respondem pobremente a estimulacdo NOD1 e NOD2 em relagéo
a inflamacdo (DAMGAARD et al., 2012; SHARMA; KAUFMANN; BISWAS, 2017).
Além disso, os IAPs podem permitir translocacdo do complexo associado ao MyD-
88, complexo esse ativado pela TLR-4 (toll-like receptor), receptor que se liga a LPS
(lipopolissacarides), e de TLR-2, receptor de lipoproteinas (CHEN et al., 2015;
TSENG et al., 2010). As IAPs também regulam a imunidade adaptativa, seja por vias
canbnicas ou nao-canonicas de sinalizagdo de NF-xB (SHARMA; KAUFMANN;
BISWAS, 2017). Apesar da atuacdo da XIAP sobre a imunidade adaptativa ser
controversa, a inibicdo de clAP1 e clAP2 leva a proliferacdo e diferenciacdo de
linfécitos B e de células dendriticas (MULLER-SIENERTH et al., 2011), e atenua a
producdo de citocinas pro-inflamatorias (SHARMA; KAUFMANN; BISWAS, 2017).
Além disso, a survivina exerce fungdo vital no desenvolvimento e na maturacéo de
células T (SHARMA; KAUFMANN; BISWAS, 2017). Essas descobertas abrem
perspectivas interessantes para o futuro tratamento de doengas inflamatorias
cronicas por meio da regulacdo dos IAPs. Exemplos sdo os estudos que
demonstram que antagonistas de IAP sdo capazes de controlar a inflamacéo na
sepse (CONTE et al, 2006), em disfuncbes de barreiras endoteliais
(HORNBURGER et al., 2014) e artrite (MAYER et al., 2011). Ainda, Roscioli et al.
(2013) demonstraram, em um estudo in vitro, que as células epiteliais das vias
aéreas inferiores possuem mecanismos endodgenos que as tornam altamente

resistentes a apoptose, devido as citocinas pro-inflamatorias relacionadas a asma, e
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que a atividade da clAP2 desempenha papel importante nessa resisténcia.

Em estudos prévios, o presente grupo de estudo demonstrou que o NF-xB
tem expressdo aumentada na RSCcPN quando comparada & mucosa controle
(VALERA et al., 2008), e que pacientes com maiores niveis de NF-kB apresentaram
pior resposta ao tratamento clinico, com chance 3,5 vezes maior de serem
submetidos a cirurgia por falha terapéutica ao tratamento com corticoide topico
(VALERA et al., 2010). Essa base proporcionou um racional sobre a possibilidade de
influéncia dos IAPs sobre a persisténcia do processo inflamatério crénico na
RSCcPN, assim como na resisténcia da mesma ao corticoide topico.

1.5 Manejo clinico com corticoide nasal

O objetivo do tratamento da RSC é o controle clinico da doenca, alcancado
guando os pacientes ndo apresentam sintomas ou quando estes Sd0 pouco
incomodativos, mantendo a mucosa nasal saudavel e de preferéncia com o uso da
menor dose de medicamentos, para o0 minimo de eventos adversos (FOKKENS et
al., 2020).

O tratamento padrdo da RSCcPN é o uso de corticoide topico (ORLANDI et
al., 2016). Existem evidéncias de alta qualidade de que essa classe de medicamento
é eficaz e, nessa apresentaciio, segura para o tratamento prolongado da RSC. E
comprovado que o corticoide topico tem impacto nos sintomas nasossinusais e na
melhor qualidade de vida dos pacientes, inclusive, reduzindo o tamanho dos pélipos
na RSCcPN. No entanto, existe ainda uma significativa parcela de pacientes que
persistem com sintomas e sinais de poélipos nasais, mesmo apo0s tratamento
otimizado (STJARNE et al.,, 2006). A diferenciacdo adicional dos endétipos da
RSCcPN pode ajudar a desenvolver novas estratégias terapéuticas que sejam
adaptadas a respectiva classificacdo (KOENNECKE et al.,, 2018), assim como
identificar os pacientes mais sugestivos a obterem boa resposta ao tratamento
convencional.

Os corticoides tépicos mais recentes (mometasona, fluticasona e ciclesonida)
ndo se mostraram mais efetivos que o0s antigos (budesonida, beclometasona,

betametasona, triancinolona e dexamentasona) no controle dos sintomas e na
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reducdo do tamanho do podlipo (ORLANDI et al., 2021). Contudo, o risco de efeito
sistémico esté relacionado a biodisponibilidade sistémica do corticoide topico nasal,
sendo que o furoato de mometasona, o propionato de fluticasona e o furoato de
fluticasona apresentam absorcdo sistémica desprezivel, quando comparados aos
corticoides mais antigos, citados acima, que apresentam biodisponibilidade variando
em 34-49%. Esse fato torna os medicamentos mais novos preferiveis em relagédo
aos antigos (DERENDORF; MELTZER, 2008). Entre os possiveis eventos adversos
com esses medicamentos, a epistaxe € 0 mais comum, juntamente com a irritacao
nasal, que no geral sdo bem tolerados pelos pacientes. Bidpsias nasais nao
demonstram dano ao tecido, mesmo ap6s o uso prolongado. Uma recente revisao
sistematica sobre o perfil de seguranca do uso de corticoides tOpicos intranasais
demonstrou que pacientes em uso dessa medicacdo tém maior risco de
apresentarem epistaxe do que os do grupo controle (RR 1.56, IC: 95%, p:0,007). O
mesmo estudo ndo encontrou alteracdes persistentes nos niveis de cortisol e na
presséao intraocular (DONALDSON et al., 2020).

Corticoides topicos nasais inibem o recrutamento e o fluxo de células
inflamatdrias, pela reducado da secrecao de mediadores pro-inflamatérios durante a
resposta inflamatdria. Interferem na producdo de leucotrienos e prostaglandinas,
reduzem a secrecdo das citocinas IL-1f, IL-4, IL-13, IL-5, IFN-y (Interferon-gama),
TNF-a (Fator de Necrose Tumoral Alfa) e a producdo de proteina catibnica
eosinofilica (CHONG NETO; ROSARIO; ROSARIO, 2010). Exemplos do efeito anti-
inflamatorio sobre as células incluem a inibicao de IL-5, com consequente diminuigao
da sobrevida dos eosindfilos e inibicdo do recrutamento de mastécitos na mucosa
nasal (CHONG NETO; ROSARIO, C. S.; ROSARIO, N. A., 2010).

Ainda, sabe-se que corticoides tém efeitos diretos sobre a apoptose de
eosinodfilos e neutrofilos humanos (ZHANG et al., 2002). Estudos in vitro revelaram
que o Furoato de Mometasona aumenta a apoptose em eosinofilos humanos, e tem
efeito contrario sobre os neutréfilos humanos, ambos de forma diretamente
dependentes a concentracdo da mometasona (ZHANG et al., 2002). Esses achados
demonstram que os corticoides atuam como importantes moduladores da resposta
inflamatoria, diminuindo a resposta T2 e direcionando-a para uma resposta

inflamatoéria T1.
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Um estudo italiano avaliou a recorréncia do poélipo nasal, em longo prazo, e
encontrou taxas em 5 e 10 anos de 30,29% e 66,06%, respectivamente, e sobrevida
média livre de recorréncia de 106 meses. Além disso, asma e DREA representaram
preditores de mudltiplas recorréncias, sendo o corticoide intranasal o principal
tratamento para prevenir recidivas. Foi observado também que os pacientes que
apresentavam citologia com infiltrado de neutrofilos ou eosindfilos (100% e 88% dos
casos, respectivamente) apresentaram maior probabilidade de recidiva em 10 anos
do que aqueles com citologia normal (59% dos casos), 0 que sugere que a citologia
nasal pode identificar individuos com maior risco de recorréncia precoce (RIVA et al.,
2022).

Wang, Yang e Chen (2021) estudaram as alteracBes histopatoldgicas,
comparando pacientes com RSCcPN com recorréncia a outros com RSCcPN, mas
sem recorréncia. Os autores relataram que, no grupo com recorréncia da doenca,
foram observadas contagens médias e proporcao significativamente maiores de
eosinofilos e neutrdéfilos, bem como maior contagem de células inflamatorias totais e
guantidade significativamente maior de edema subepitelial. Assim, sugeriram que a
recorréncia esta associada ao maior grau inflamatério (principalmente eosinofilico e
neutrofilico). Por fim, Brescia et al. (2021) avaliaram a contagem de eosindfilos e
basdéfilos no sangue de pacientes com RSCcPN eosinofilica, comparando os
pacientes com doenca recorrente aos sem recorréncia, e encontraram taxas maiores
tanto de eosinofilos quanto de basofilos sanguineos naqueles que apresentaram
recorréncia.

Os corticoides também sdo a base para o tratamento de doencas
inflamatorias cronicas em geral, sendo os inalatérios amplamente utilizados em
doencas das vias aéreas por seus efeitos anti-inflamatérios, e sao considerados
padrdo-ouro para o tratamento da asma, porém sabe-se que estes farmacos nao
funcionam bem em algumas populagdes de pacientes, especialmente em asmaticos
graves, sugerindo a existéncia de susceptibilidade reduzida em alguns grupos. Essa
susceptibilidade pode ser influenciada por multiplos fatores que incluem: nivel local
de corticoide no tecido, numero de subtipos de receptores de corticoide (GR)
disponiveis, afinidade do receptor e regulacdo das vias de sinalizacdo de corticoide,

sendo cada um deles possivelmente influenciado por polimorfismos genéticos. Além
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desses fatores, ja conhecidos, acredita-se que ainda existam mecanismos
desconhecidos que contribuem para a resposta final aos corticoides (BOARDMAN et
al., 2014; CHANG et al., 2015; PAPI et al., 2013; TREVOR; DESHANE, 2014).

Até o0 momento, sabe-se que a resisténcia aos corticoides na doenca crbnica
das vias aéreas €, em grande parte, devida a ativagdo alterada do GR pela atividade
da quinase upstream, ativacdo aumentada de AP-1 (proteina ativadora-1), NF-kB,
IRF-1 (Interferon Regulatory Factor 1). Mecanismos independentes da resposta Th2
também tendem a estar envolvidos neste processo (BOARDMAN et al., 2014;
CHANG et al., 2015; PAPI et al., 2013; TREVOR; DESHANE, 2014)

Valera et al. (2009) avaliaram o efeito da budesonida topica em pacientes
com RSCcPN e demonstraram que pacientes que responderam pior ao corticoide
tépico, em questdo, apresentavam, antes do tratamento, niveis mais altos de IL-1p,
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) e NF-xB, o que sugere que esses fatores
podem estar associados a resisténcia primaria aos corticoides em polipos nasais. O
mesmo estudo revelou que pacientes respondedores fracos ao corticoide
apresentavam maior expressao de IL-1p e GR-B apbs o tratamento. Essa maior
expressdo de GR-B apenas apdés o tratamento pode representar um mecanismo
secundéario de resisténcia da RSCcPN aos corticoides.

Assim, a avaliacdo de fatores que contribuem para os diferentes padrdes
inflamatérios da RSCcPN e de mecanismos que induzem a resisténcia intracelular
ao corticoide é altamente desejada, com o intuito de se buscar a melhor estratégia
terapéutica. Nesse sentido, os IAPs podem ter uma participacdo importante tanto na
fisiopatogenia da RSCcPN como na resisténcia ao corticoide em poélipos nasais,
embora esse fato nunca tenha sido abordado em literatura. Além disso, o estudo do
efeito dos IAPs sobre a resisténcia ao corticoide em pdlipos nasais poderia ter
impacto no seu papel sobre o tratamento da RSCcPN, ou permitir espagco para

outras modalidades terapéuticas.



2. Objetivos
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Foram objetivos do presente estudo:

- Comparar a expressao dos IAPs entre pacientes com RSCcPN e

pessoas sem RSC;

- Comparar a expressdo dos IAPs entre pacientes com RSCcPN que
obtiveram boa resposta ao corticoide tépico e 0s que apresentaram

resposta inadequada ao mesmo;

- Correlacionar a expressédo dos IAPs a marcadores inflamatorios (tanto

clinicos como laboratoriais) em pacientes com RSCcPN.



3. Pacientes e Metodos
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3.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sao Paulo (HCFMRP-USP), Processo n° 62763316.7.0000.5440 (Anexo A).

Foram incluidos pacientes de ambos os sexos, acima de 18 anos e abaixo de
60 anos, que faziam seguimento no Ambulatério de Rinossinusologia do HCFMRP-
USP, com o diagndstico de RSCcPN. Foram critérios de inclusdo a presenca de ao
menos trés meses de sintomas e sinais sugestivos de RSC, entre eles rinorreia
anterior e/ou posterior, alteracbes do olfato, obstrucdo/congestdo nasal e
cefaleia/dor em face, além de alteracBes compativeis com RSC a endoscopia nasal
ou tomografia dos seios da face, de acordo com os critérios do EPOS 2012
(FOKKENS et al.,, 2012). Foram excluidos pacientes que estivessem em uso de
qualquer medicamento para a doengca no més anterior ao recrutamento (incluindo
corticoide topico, corticoide sistémico, anti-histaminicos e antibiéticos do tipo
macrolideos), rinossinusites unilaterais, pacientes com doencgas associadas (como
discinesia ciliar, fibrose cistica ou Churg-Strauss), pacientes com RSCsPN e aqueles
com suspeita de tumores nasossinusais. Para o grupo controle, foram incluidos
pacientes que ndo possuiam sintomas nasais e que estavam em seguimento no
Ambulatério de Estética Nasal do HCFMRP-USP, para serem submetidos a
rinoplastias. Foram excluidos deste grupo pacientes com doencas sistémicas,
principalmente as inflamatoérias relacionadas a eosinofilia, como asma, rinite alérgica
ou dermatite atépica.

Os pacientes com avaliacdo clinica compativel com os quadros acima foram
convidados para a pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Apéndice A) antes de serem submetidos aos procedimentos abaixo.

3.2 Procedimentos para o grupo de estudo

Os pacientes do grupo de estudo - RSCcPN -foram submetidos a:

1. Questionario de qualidade de vida especifico para doencas
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nasossinusais - SNOT-22 (SinoNasal Outcome Test), validado para o
portugués (KOSUGI et al.,, 2011). O questionario € composto por 22
perguntas, que envolvem os sintomas da doenca e o impacto deles na
gualidade de vida (Anexo B). O paciente da uma nota de 0-5 para cada
pergunta, sendo 0 o menor, e 5 0 maior impacto possivel. O escore final
varia de 0 até 110 pontos. Considerando que os pacientes seriam, apos,
submetidos a tratamento clinico, e que estudos anteriores identificaram
como 9 o valor minimo clinicamente relevante de melhora clinica
(CHOWDHURY et al., 2017), individuos com escore de SNOT-22 igual

ou menor do que 9 foram excluidos do estudo.

. Exame de endoscopia nasal, durante o qual foram observados os sinais
de RSCcPN, seguido da graduacdo de acordo com o escore de Lund-
Kennedy (FOKKENS et al.,, 2020). Esse escore avalia a presenca de
polipo, edema e secrecdo em cada fossa nasal e atribui a cada alteracao
dessas uma pontuacdo. No preparo a endoscopia, foi utilizado algodéo

embebido com lidocaina e vasoconstrictor topicos nasais.

. Durante o exame endoscopico, foram colhidas duas bidpsias do poélipo
nasal, uma que foi armazenada em formol para confirmacao
anatomopatologica e contagem de células inflamatorias no tecido, e
outra que foi colocada em RNAlater e mantida a -80°C para posterior
processamento e analise de RNA e proteinas. Para a coleta das
biopsias, foram utilizadas pingcas saca-bocados. Ambos o0s
procedimentos (exame endoscopio e bidpsia) foram realizados em

carater ambulatorial, durante a rotina do servico.

. Tomografia computadorizada de seios da face, para estadiamento de
pacientes com RSCcPN. Foi utilizada a escala de Lund-Mackay (LUND;
MACKAY, 1993), pela qual avaliados os achados de comprometimento
tomogréfico nasossinusal. Essa escala leva em consideragdo o

acometimento de cada seio paranasal e do complexo ostio-meatal,
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atribuindo uma nota que varia de 0-2 pontos para cada regido em cada
fossa nasal. O total da pontuagéo vai de 0 a 24 pontos, sendo o valor
mais alto correspondente a maior extensdo da doenca. Neste critério

nao houve pontuacdo minima para inclusédo no estudo.

ApoGs a avaliagdo inicial, os pacientes com RSCcPN receberam Furoato de
Mometasona e foram orientados a fazer uso desse tratamento na dose de quatro
jatos por narina/dia, por 60 dias. No retorno de 60 dias, apds confirmacdo que os
pacientes haviam utilizado o medicamento oferecido, eles foram submetidos a novo

questionario clinico de SNOT-22 e a nova endoscopia nasal, para novo

estadiamento, de acordo com a rotina citada acima.

3.3 Procedimentos para o grupo controle

Os pacientes, apds assinarem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, foram submetidos a endoscopia nasal durante o procedimento cirdrgico
(rinoplastia), sob anestesia geral. Nesse momento, confirmava-se a auséncia de
alteracdes e sinais de doencas nasossinusais e era realizada bidpsia da regiao
anterior da concha média, com saca-bocados, ap0s vasoconstricdo tépica local. A
amostra foi colocada em RNAlater, armazenada a -80°C e, posteriormente, realizado

0 estudo de RNA e proteinas.

3.4 Avaliagdo molecular

Todas as amostras foram colhidas em tubos plasticos estéreis e livres de
RNAses, submersas em RNAlater e enviadas para o Laboratério Multiusuario da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-
USP), onde ficaram armazenadas a -80°C. Para o transporte, as regras de
biosseguranca e de conservacdo das amostras foram cumpridas, garantindo a
integridade das mesmas.

O RNA e a proteina totais das amostras colhidas foram extraidos com o kit
AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo do
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fabricante. Durante o processo de extracdo, houve tratamento com DNA-free DNA
Removal Kit (Invitrogen) para eliminar contaminacdo por DNA gendmico.
Posteriormente, o RNA total foi quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop2000c
(Thermo Scientific) e armazenado.

O cDNA foi sintetizado com 300 ng de RNA total utilizando o High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), de acordo com as instrucdes
do fabricante. Em seguida, foi realizado o PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
em tempo real no equipamento ViiA7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
para analise da expressao relativa do mRNA (RNA mensageiro). Os genes avaliados
estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Genes avaliados, e referéncia de sonda TagMan correspondente

Gene Sonda TagMan correspondente
BIRC2 Hs01112284 m1l
BIRC3 Hs00985031 g1
XIAP Hs00745222_s1
CASP3 Hs00234387_m1
CASP7 Hs 00169152 _m1
CASP9 Hs00962278 m1l
BCL2 Hs04986394_s1
GAPDH* Hs02786624 g1
ACTB* Hs01060665 gl
B2M* Hs00187842_m1l

*= genes de referéncia enddgenos; BIRC2= Baculoviral IAP repeat-
containing protein 2; BIRC3= Baculoviral IAP repeat-containing protein 3;
XIAP=  E3 ubiquitin-protein  ligase XIAP; CASP3= Caspase-3;
CASP7= Caspase-7; CASP9= Caspase-9; Bcl-2= Apoptosis regulator Bcl-2;
GAPDH= Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; B2M= Actin,
cytoplasmic 1; Beta-2= microglobulin.

No entanto, o gene GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
nao amplificou adequadamente em todas as amostras, e foi excluido por nao ter sido
considerado um bom gene enddgeno para as amostras analisadas. Assim foram
usados, como genes de referéncia para as andlises, os genes ACTB
(Hs01060665_g1) e B2M (Hs00187842_m1).
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A eficiéncia das sondas TagMan foi de 90 a 110%. As reacbes de
amplificacdo (com volume final 10 uL) foram realizadas em duplicata, utilizando os
seguintes reagentes: 5 uL TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems),
0,5 uL sonda de hidrolise TagMan 20X (Applied Biosystems), 4,5 uL cDNA diluido
1:5. As duplicatas com desvio padrdo maior que 0,21 foram repetidas em
experimento subsequente. Cada reagcdo de amplificacdo ocorreu com 0s seguintes
parametros: um ciclo de 50°C por 2 minutos, um ciclo de 95°C por 20 segundos, 40
ciclos de 95°C por 1 segundo e 60°C por 20 segundos. A quantificacéo foi calculada
pelo programa Thermo Fisher Cloud Software (Life Technologies Corporation),
utiizando-se o indice “Quantificagcdo Relativa” (RQ) (do inglés Relative
Quantification).

As proteinas totais das amostras foram quantificadas pelo método de
Bradford. Foi realizada a andlise de Luminex para as citocinas IFN-y, IL-5, IL-33, IL-
10, IL-17 e TGF-B (fator de transformacdo do crescimento beta), seguindo as
normas recomendadas pelo fabricante (Merck®). Foi utilizado o equipamento
Luminex 200 para o0 ensaio, e 0s resultados foram mensurados nos Softwares

Luminex Xponent e Miliplex Analyst.

3.5 Anadlise histopatoldgica

Cortes histopatolégicos de tecido foram corados com hematoxilina e eosina
(HE) e examinados quanto a presencga de metaplasia da mucosa, edema, fibrose e
infiltrado inflamatorio. As areas representativas foram selecionadas aleatoriamente
para a contagem de eosinofilos e expressas em numero por campo de ampliacao
400x usando um microscopio Zeiss Primo Star. Os dados foram obtidos em exames
histopatolégicos de rotina. Dois patologistas (um residente e um médico sénior)

avaliaram as sec¢des em dois momentos distintos.

3.6 Andlise estatistica

A expressao dos IAPs e a expressdo das caspases foram comparadas entre

os dois grupos: pacientes com RSCcPN e controles. Como a distribuicdo dos
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resultados nos dois grupos passou no teste de normalidade, foram aplicados testes
parameétricos ndo pareados para este estagio.

Foi avaliada também a comparacdo entre a expressdo dos IAPs entre
pacientes com RSCcPN e boa resposta ao Furoato de Mometasona e aqueles com
resposta insatisfatoria ao tratamento clinico. Foram considerados bons
respondedores 0s pacientes que apresentaram diferenca entre SNOT-22 pré-
tratamento e SNOT-22 apds o tratamento (chamado aqui de delta SNOT-22) maior
do que 9. Foram chamados de maus respondedores aqueles que apresentaram
delta SNOT-22 igual ou menor do que 9 (CHOWDHURY et al., 2017). Os resultados
de expressdo dos genes analisados no estudo foram comparados entre os dois
subgrupos por meio de testes paramétricos ndo pareados.

Ainda, foi aplicada Analise de Componentes Principais (PCA) aos dados de
expressdo dos genes IAPs, genes da caspase e citocinas, com 0 objetivo de
explorar as relacfes entre elas. A analise foi realizada por meio do Software JMP
SAS versdo 16.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).



4. Resultados
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Foram, inicialmente, recrutados 61 pacientes, sendo 41 com RSCcPN e 20
controles. Todos os pacientes com RSCcPN relatavam washout de tratamento
(incluindo corticoide ou antibidtico) ha pelo menos um més. Durante o
desenvolvimento do estudo, foram excluidos 14 pacientes do grupo RSCcPN (10
pacientes perderam seguimento, um teve a biopsia extraviada, e trés apresentaram
baixa quantificacdo de RNA na amostra) e quatro controles (um por amostra mal

preservada e trés por baixa quantificacdo de RNA) (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma dos pacientes recrutados

Total recrutados:

61 pacientes

Grupo de Estudo Grupo Controle

41 pacientes

20 pacientes

27 finalizados 14 excluidos o )
16 finalizados 4 excluidos
10 perderam
seguimento | 1 amostra mal
preservada
1 bidpsia _ -
extraviada | |3 baixa quantificagéo
de DNA

| | 3 baixa quantificacdo
de DNA

O estudo foi, entdo, composto por 27 pacientes com RSCcPN (sendo 17 do
sexo feminino e 10 do sexo masculino; idade média 46+12,2 anos), e 16 controles
(sendo 14 do sexo feminino e dois do sexo masculino; idade média de 29,8+9,2

anos). Observou-se diferenca significativa entre os dois grupos em relagdo a idade
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pelo teste t de Student ndo pareado (intervalo de confianga - IC95%: -25,7;-118;
p<0,001). Porém, ndo se considerou este fator clinicamente relevante.

Os 27 pacientes com RSCcPN e que receberam o tratamento de Furoato de
Mometasona apresentavam escore médio pré-tratamento de SNOT-22 de 49,2+25,1,
confirmando terem alto impacto negativo em qualidade de vida associado a doenca.
Além disso, eles tinham escore endoscopico médio de 7,4+2,9 e tomografico de
14,6+6,6, demostrando consideravel extensdo e comprometimento nasossinusal
com a doencga. Cinco pacientes (18%) ja haviam realizado cirurgia nasossinusal para
RSCcPN anteriormente, 11 (40%) eram asmaticos, quatro (14%) tinham DREA, trés
(11%) eram diabéticos, quatro (14%) hipertensos e cinco (18%) fumantes (Tabela 2).

Tabela 2 - Dados demogréficos - pacientes do grupo de estudo

Caracteristicas NUumero

Género

Homem 10

Mulher 17
SNOT - 22

Pré-tratamento 49,2+25,1

Pés-tratamento 33,3+27,7
Escore endoscépico

Pré-tratamento 7,4+2.9

Pés-tratamento 57+2,1
Escore tomogréfico pré-tratamento 14,646,6

Antecedentes (nUmero de pacientes com histoéria)

Cirurgias prévias 5 (18%)
Condicdes associadas
Asma 11 (40%)
DREA 4 (14%)
Diabete 3 (11%)
Hipertensdo Arterial Sistémica 4 (14%)

Tabagismo 5 (18%)
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Apés o tratamento clinico, houve diminuicdo significativa do SNOT-22 (de
49,2+25,1 para 33,3+27,7, IC95%: -24,17;-7,53, p<0,001); e do escore endoscopico
(de 7,4+2,9 para 5,7+2,1, 1C95%: -2,3;-0,9, p<0,0001) (Figura 2).

Figura 2 - Evolugdo de resposta clinica dos pacientes com RSCcPN apés tratamento com
Furoato de Mometasona, apresentando resposta individual de cada participante
do estudo. (A) SNOT-22 (com diminuicdo significativa de 49,2+25,1 para
33,3+27,7, 1C95%: -24,17;-7,53, p<0,001); (B) escore endosclpico (com
diminuicdo significativa de 7,4+2,9 para 5,7+2,1, IC95%: -2,3;-0,9, p<0,0001).
Andlise estatistica realizada por teste t de Student pareado
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No entanto, conforme foi possivel observar nos graficos acima, alguns
pacientes obtiveram resposta muito boa ao medicamento, e bom controle da doenca
com 0 Seu uso, enquanto outros praticamente mantiveram a mesma intensidade dos
sintomas e do escore endoscopico. A partir dessa observacdo, os pacientes foram
separados em dois grupos, os com boa resposta ao corticoide topico (diminuicéo de
mais do que nove pontos do escore SNOT-22 (CHOWDHURY et al., 2017), o que
ocorreu em 15 pacientes) e maus respondedores (diferenca de SNOT 22 menor que
nove pontos, ou piora do escore, 0 que ocorreu em 12 pacientes). Os grupos tiveram

a mesma proporcao interna de pacientes portadores de asma e de DREA.
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4.1 Resultados moleculares

Iniciou-se a andlise molecular pela observacdo de diferenca dos genes
avaliados entre pacientes com RSCcPN e controles. Por meio da analise de PCR,
notou-se que os pacientes com RSCcPN apresentaram menor expressédo dos trés
genes IAPs (BIRC2/IAP1, BIRC3/IAP2 e XIAP) em relacdo aos controles (Tabela 3 e
Figura 3).

Tabela 3 - Genes inibidores da apoptose: comparacdo entre os pacientes com RSCcPN e
controles, por meio do teste t de Student ndo pareado

Gene  RSCcPN (média = DP) Controle (média + DP) IC95% p
BIRC2 0,69 = 0,26 0,91 +£0,25 0,05;0,39 <0,01
BIRC3 0,59 + 0,46 0,94 +£ 0,52 0,04;0,66 <0,05
XIAP 0,49+ 0,18 0,78 £ 0,18 0,17;0,41  <0,0001

RSCcPN= Rinossinusite crénica com pélipo nasal; DP= Desvio padrdo; IC= Intervalo de
confianca.

Figura 3 - Comparacéo entre os grupos de pacientes com RSCcPN e controles, em relagéo
aos genes BIRC2 (A), BIRC3 (B) e XIAP (C), evidenciando que os trés genes
foram significativamente menos expressos em pélipos nasais do que na mucosa
nasal controle
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Em contrapartida, a expressdo dos genes relacionados as caspases nao foi

significativamente diferente entre os pacientes com RSCcPN e controles (Tabela 4).

Tabela 4 - Genes da caspase. Comparacao entre os pacientes com RSCcPN e controles,
por meio do teste t de Student ndo pareado

Gene RSCcPN (média+ DP)  Controle (média + DP) IC95% p

BCL2 0,99 + 1,89 1,59+1,71 -0,57;1,76 NS
CASP3 0,82 + 0,29 0,76 + 0,31 -0,24;0,13 NS
CASP7 1,17 + 0,37 0,91 +0,34 -0,49;-0,02 NS
CASP9 1,05 + 0,66 1,02+0,44 -0,40;0,34 NS

RSCcPN= Rinossinusite cronica com polipo nasal; DP= Desvio padrao; IC= Intervalo de
confianca.

Quanto as citocinas inflamatorias, observou-se expressao significativamente
maior de IFN-y, IL-5 e TGF-B nos pélipos nasais quando comparada a mucosa dos
controles, evidenciando maior inflamacé&o com padrdo T1, T2 e de remodelamento

em pacientes com RSCcPN, quando comparados a controles (Tabela 5).

Tabela 5 - Concentracdo proteica das citocinas pro-inflamatérias. Comparacdo entre os
pacientes com RSCcPN e controles, por meio do teste t de Student nédo

pareado
Citocina RSCcPN (média + DP) Controle (média + DP) IC95% p

IFN-y 2,62 £ 0,50 2,32+0,26 -0,59;-0,03 <0,05
IL-10 0,28 + 0,06 0,26 + 0,06 -0,06;0,01 NS
IL-17A 1,80+ 0,34 1,98+ 0,15 -0,001;0,37 NS
IL-33 1,31+1,14 2,43 +£2,70 -0,09;2,36 NS

IL-5 0,58 + 0,06 0,53 £ 0,05 -0,08;-0,01 <0,05
TGF-8 115,40 £157,10 8,48 +£ 3,91 -186,7;-27,13  <0,01

RSCcPN= Rinossinusite crdonica com polipo nasal; DP= Desvio padrao; IC= Intervalo de

confianca.
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Quando comparada a expressao dos IAPs e dos genes de caspases nos dois
subgrupos de pacientes com RSCcPN, bons e maus respondedores, verificou-se
gue os pacientes que responderam mal ao corticoide topico nasal obtiveram indices
significativamente mais baixos de BIRC2 em comparacdo aos que responderam
melhor ao tratamento (Tabela 6). N&o foi encontrada diferenca entre esses dois
grupos para os genes BIRC3 e XIAP (Tabela 6).

Tabela 6 - Genes inibidores da apoptose. Comparagdo entre os pacientes bons e maus
respondedores ao corticoide tépico, por meio do teste t de Student ndo pareado

Gene Bom respondedor Mau respondedor (média + DP) IC95% p
(média + DP)

BIRC2 0,78 £ 0,30 0,56 + 0,13 -0,41;-0,02 < 0,05

BIRC3 0,51+0,24 0,68 = 0,64 -0,19;0,53 NS

XIAP 0,49 0,20 0,48 £ 0,17 -0,16;0,13 NS

DP= Desvio padréo; IC= Intervalo de confianga

Para se observar o efeito dos IAPs sobre os outros marcadores moleculares e
sobre os parametros clinicos, foi realizada também analise de dendrograma,
incluindo todos os genes e citocinas analisados, em ambos os grupos (controles e

pacientes com RSCcPN) (Figura 4).
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Figura 4 - Dendograma da clusterizacdo e respectivo mapa de calor representado pelos
sujeitos na vertical e variaveis na horizontal. Verde: cluster 1 (sujeitos em
destaque representam os controles). Vermelho: cluster 2

BCL2
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Na analise de PCA, duas principais componentes explicaram 43,4% da
variancia, sendo 28,9% pela componente 1 e 14,5% pela componente 2 (Figura 5).
As variaveis IL-17A, XIAP, BIRC2, CASP9 e BCL2 se apresentaram positivamente
correlacionadas com a componente 1, enquanto que as CASP3, IFN-y, IL-5 e IL-10

estiveram positivamente correlacionadas com a componente 2. CASP7 e TGF- e
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BIRC3 e IL-33 mostraram-se negativamente correlacionas com as componentes 1 e
2, respectivamente.

Figura 5 - (A) Distribuicdo dos pacientes (circulos) e controles (quadrados) na projecao das
componentes principais 1 e 2. Divisdo dos participantes da pesquisa em dois
clusters: Verde: cluster 1 (que incluiu controles e pacientes com RSCcPN);
Vermelho; cluster 2 (composto apenas por pacientes com RSCcPN). (B) Analise
de Componentes Principais (PCA). O grafico bidimensional mostra apenas a
projecdo das variaveis (representadas como setas) nas componentes 1 e 2,
destacando-se as relacdes entre elas. Ha evidéncia de relacao entre as variaveis
XIAP, BIRC2, CASP 9, BCL2 e IL-17A com a componente 1, enquanto que a

componente 2 relacionou-se com CASP3, IFN-y, IL-5 e IL-10.
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A analise de PCA mostrou que seis pacientes com RSCcPN apresentaram
padrao molecular semelhante aos controles, ao passo que outros 19 pacientes
demonstraram padrdao molecular diferente. Curiosamente, quando observados os
dados clinicos entre os dois grupos de RSCcPN, verificou-se que os dois clusters
mostraram perfis semelhantes em todos os critérios, exceto o delta SNOT-22. Para
esse parametro, o Grupo do Cluster 1 (com perfil molecular semelhante ao do Grupo
controle) obteve melhora substancialmente maior do que o grupo do Cluster 2,
sendo as médias significativamente diferentes (37,0+26,5 para Cluster 1 vs. 7,4+13,5
para Cluster 2, p<0,05, Tamanho de efeito 0,503) (Tabela 7).

Tabela 7 - Dados clinicos

Cluster 1 (n = 6) Cluster 2 (n =19)
Média DP Med. IIQ Média DP Med. IIQ p-valor Tam. Efeito
Endoscopia (pré) 5.3 33 50 65 7.8 28 80 30 0.11 0.318
Delta Endoscopia 1.5 1.4 15 3.0 1.7 1.8 1.0 3.0 0.97 0.007
Tomografia 120 6.2 155 123 147 6.8 16.0 11.0 0.29 0.211
SNOT-22 (pré) 46.7 32.0 50.5 558 489 247 53.0 37.0 0.82 0.045
Delta SNOT-22 370 265 375 463 74 135 8.0 16.0 0.0119 0.503
eosindfilos/ campo 454 43.0 50.0 835 57.7 504 500 830 0.67 0.078

DP= desvio padrdo; Med.= mediana, IIQ= intervalo interquartil. Teste Mann-Whitney; Tamanho de
efeito (= 0.1 a <0.3, pequeno; 0.3 a < 0.5, médio; >= 0.5, grande.

Além da diferenca significativa na melhora clinica com o uso de corticoide, 0s
grupos também apresentaram diferencas significativas entre alguns marcadores. O
Grupo Cluster 1 (boa resposta ao corticoide) apresentou expressao
significativamente maior de XIAP (0,67+0,20 para Cluster 1 vs. 0,42+0,14 para
Cluster 2, p<0,05; Tamanho de efeito 0,496) e BIRC2 (1,06+0,27 para Cluster 1 vs.
0,58+0,14 para Cluster 2, p<0,0005, Tamanho de efeito 0,662), além de maior
expressao de BCL2 (3,19+3,30 para Cluster 1 vs. 0,33+0,21 para Cluster 2, p<0,05,
Tamanho de efeito 0,522) e CASP9 (1,98+0,84 para Cluster 1 vs. 0,79+0,25 para
Cluster 2, p<0,001, Tamanho de efeito 0,624). As citocinas IL-17A e IL-33 também

estiveram aumentadas neste Cluster (IL-17A: 2,19+2,22 para Cluster 1 vs. 1,02+0,09
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para Cluster 2, p<0,005, Tamanho de efeito 0,593; IL-33: 0,61+0,06 para Cluster 1
vs. 0,58+0,06 para Clsuter 2, p<0,05, Tamanho de efeito 0,458). Em contrapartida, o
Grupo de pior resposta clinica (Cluster 2) apresentou aumento de expressdo da
CASP7 (0,90+0,33 para Cluster 1 vs. 1,27+0,38 para Cluster 2, p<0,05, Tamanho de
efeito 0,407) e aumento substancial da citocina TGF-§3 (18,2+24,6 para Cluster 1 vs.
146,1+169,1 para Cluster 2, p<0,01, Tamanho de efeito 0,561) (Tabela 8).

Tabela 8 - Genes inibidores de apoptose, genes da caspase (ambos por PCR quantitativo) e
concentracao de citocinas (por Luminex). Comparacao entre os grupos (Cluster 1
vs. Cluster 2), por meio do teste de Mann-Whitney

Cluster 1 (n = 6) Cluster 2 (n = 19) P-valor Tam Efeito
Média DP Med. IIQ Média DP Med. IIQ

Genes inibidores de

apoptose

XIAP 0.67 020 0.68 0.33 042 0.14 | 0.39 | 0.18 0.0143 0.496
BIRC2 106 0.27 112 044 058 0.14 | 0.59 | 0.26 0.0002 0.662
BIRC3 0.65 0.25 0.65 0.38 0.57 053 | 040 | 031 0.16 0.293
Genes de caspase

BCL2 319 330 242 332 033 0.21 | 0.26 | 0.17 0.0100 0.522
CASP3 0.67 034 056 038 090 025 | 091 | 044 0.07 0.369
CASP7 0.90 0.33 0.87 047 127 038 | 1.28 | 0.52 0.0428 0.407
CASP9 198 084 178 138 0.79 0.25 | 0.72 | 0.29 0.0007 0.624
Citocinas

IFN-Y 244 0.15 234 030 268 057 | 264 | 0.61 0.40 0.174
IL-5 0.29 0.05 0.31 0.09 0.28 0.07 | 0.28 | 0.09 0.19 0.270
IL-10 219 0.28 223 053 168 0.27 | 1.57 | 0.36 0.63 0.104
IL-17A 219 222 130 205 102 0.09 | 1.04 | 0.23 0.0034 0.593
IL-33 0.61 0.06 0.64 0.09 058 0.06 | 0.57 | 0.04 0.0240 0.458
TGF-B 182 246 8.24 16.7 146.1 169.1| 78.8 | 197.5 0.0056 0.561

DP= desvio padrdo; Med.= mediana, IIQ= intervalo interquartil. Teste Mann-Whitney; Tamanho de
efeito (r) = 0.1 a <0.3, pequeno; 0.3 a < 0.5, médio; >= 0.5, grande.

Dessa forma, pode-se dizer que os marcadores BIRC2, XIAP, BCL2, CASP9,
IL-17A e IL-33 estiveram associados aos pacientes com RSCcPN e melhora clinica
mais importante com o0 tratamento com corticoide tépico, enquanto que 0s
marcadores CASP7 e TGF- foram mais marcantes nos pacientes com pior resposta

ao corticoide topico.



5. Discussao
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O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da expressao dos
IAPs para o desenvolvimento da RCScPN, assim como para a resposta ao corticoide
topico. Para isso, foram comparados pacientes de ambos o0s sexos, entre 18 e 60
anos, divididos em dois grupos: Grupo 1 composto por pacientes com RSCcPN e
Grupo 2 com sujeitos livres da doenca.

Foi avaliada também a resposta ao tratamento padrdo-ouro otimizado com
corticoide tépico nasal entre os pacientes com RSCcPN, para observar o efeito dos
IAPs sobre a possivel resposta ao tratamento clinico. Entre as comorbidades
associadas, havia cinco pacientes (18%) que j& haviam realizado cirurgia
nasossinusal para RSCcPN anteriormente, 11 (40%) eram asmaticos, quatro (14%)
tinham DREA, trés (11%) eram diabéticos, quatro (14%) hipertensos e cinco (18%)
fumantes.

Para cumprir o segundo objetivo, foram avaliados todos os pacientes sem
nenhum tratamento ha pelo menos um més, oferecendo Furoato de Mometasona
agueles com RSCcPN, e reavaliados clinicamente apds o fim do tratamento. Foi
encontrado padrédo de resposta heterogéneo, no qual alguns pacientes responderam
bem, com melhora clinica e endoscoépica, enquanto outros nao melhoraram, ou até
pioraram ap0s o tratamento. De maneira interessante, nenhum parametro clinico
(presenca de comorbidades, principalmente asma ou DREA, ou extensdo da
doenca, endoscopica ou tomografica) influenciou a resposta ao tratamento clinico.

Quanto a andlise molecular da presente coorte, observou-se expressao
significativamente maior de IFN-y, IL-5 e TGF-f nos polipos nasais quando
comparada a mucosa dos controles, evidenciando maior inflamagéo com padréo T1,
T2 e de remodelamento em pacientes com RSCcPN. Estudos antigos com tecido de
mucosa nasossinusais apontavam maior resposta inflamatéria em pélipos nasais,
com predominio de células T2, produtoras de IL-5, em pdlipos de pacientes
caucasianos. De acordo com Bachert et al. (2014), aproximadamente 80% dos
polipos caucasianos apresentam esse padrdo inflamatério predominante, com
consequente importante eosinofilia tecidual. No entanto, estudos mais recentes,
utilizando avaliagbes com kits multiplex, demostram padréo pro-inflamatorio misto e
heterogéneo nos pacientes com RSC (STEVENS et al., 2019; TURNER et al., 2018;
WANG et al., 2016)
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Stevens et al (2019) relataram que 26% dos pacientes com RSCcPN
apresentavam combinacédo de inflamacgéao tipo 1 (T1), tipo 2 (T2) e tipo 3 (T3), sendo
considerados portadores de endotipos mistos, mesmo na populacdo caucasiana. A
frequéncia de inflamacao T2 foi significativamente maior nos pacientes com poélipo
nasal, quando comparados agueles com RSCsPN.

Wang et al. (2016) estudaram 573 sujeitos (incluindo pacientes com RSC com
e sem polipo nasal e sujeitos livres de doenca de seis regides do mundo,
abrangendo a Europa, Asia e Austrélia) e compararam citocinas com padréo TH2,
TH1 e TH17 e marcadores inflamatérios eosinofilicos e neutrofilicos. Os autores
observaram, em pacientes caucasianos com RSCcPN, padrédo T2 dominante com
inflamacdo eosinofilica, enquanto os chineses apresentaram padrbées mistos
TH2/TH1/TH17 com inflamacdo neutrofilica, sugerindo a presenca de diferencas
imunolégicas importantes entre essas etnias. Os autores ainda referiram que 85%
dos pacientes com RSCcPN apresentaram altas concentracbes de IL-5, com
predominancia dos europeus, mas houve uma percentagem de pacientes que
apresentaram padrdo misto, sendo encontrado concomitantemente expressao de IL-
17 e INF-y. Ainda, entre os pacientes chineses, eles demonstraram positividade total
de IL-5 de 61% no grupo com RSCcPN de Pequim, sendo semelhante ao valor
encontrado nos pacientes europeus, sendo padrbes mistos TH2/TH1 em 38% e
TH2/TH17 em 24%. Em contraste, o grupo de Chengdu apresentou padrdo TH2
mais baixo, com 20% de positividade total de IL-5 e 23% de positividade total nos
padroes TH17 e TH1.

Turner et al. (2018) avaliaram o padrao inflamatério de pacientes com RSC
por meio da coleta de muco nasossinusal em 88 pacientes americanos, e obtiveram
resultados semelhantes aos encontrados recentemente na populagéo europeia, que
sugerem que a inflamacdo padréo T2 esta presente na maioria dos pacientes com
RSC, mas é exclusiva somente em pequena minoria (14%). Curiosamente, mais da
metade dos pacientes (62%) foram caracterizados por doenca com baixa carga
inflamatoria global, que ndo correspondeu a um padrdo especifico associado,
evidenciando que os diversos endotipos encontrados confirmam que a RSC é uma
doenca inflamatdria heterogénea que difere substancialmente em relacdo ao

fendtipo e ao comportamento da doenca (TURNER et al., 2018).
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Como é possivel observar, quando utilizadass técnicas mais modernas, de
avaliagdo multiplex de citocinas, o padréo inflamatorio é extremamente diversificado.
Ainda, os estudos mais recentes, assim como este, indicam que haja um padréo
predominantemente inflamatério misto, e que esse padrdo pode influenciar o
prognéstico do paciente. No presente estudo, foi observada expresséao
significativamente maior de IFN-y, IL-5 e TGF-$ nos pacientes com RSCcPN do que
nos do grupo controle, sugerindo aumento de padrdo inflamatério T1, T2 e de
remodelamento. Ainda, encontrou-se, nos polipos nasais, média de 52,3
eosinofilos/por campo e 20 pacientes (74%) tiveram seus polipos classificados como
eosinofilicos, de acordo com a classificagdo do EPOS 2020 (FOKKENS et al., 2020).
Eosindfilos sdo importantes células que reagem diante de um dano a mucosa e
levam em consideracdo as etapas tardias do reparo tecidual. Sao produtores,
principalmente, de IL-4 e IL-5, além de espécies reativas de oxigénio (ROS), oxido
nitrico (NO), TGF-B e outros mediadores que promovem migracao e proliferacdo de
células epiteliais. Por outro lado, a infiltracdo neutrofilica aumenta a permeabilidade
epitelial, e o influxo prolongado de neutréfilos pode prejudicar o reparo tecidual,
talvez por manter um meio pro-inflamatorio persistente (CROASDELL LUCCHINI et
al., 2021).

A IL-5 é uma citocina com capacidade de promover o crescimento e a
diferenciacdo de células B ativadas e a sua superexpressdao aumenta
significativamente o numero de eosinofilos e anticorpos circulantes. Sabe-se que a
IL-5 desempenha papel fundamental na resposta imune inata e adquirida e na
eosinofilia (TAKATSU; NAKAJIMA, 2008), exercendo também papel fundamental na
ativacdo, quimiotaxia e sobrevivéncia dos eosindfilos (MORDVINOV; SANDERSON,
2001). Atualmente, a IL-5 € um dos possiveis alvos terapéuticos para o tratamento
da RSCcPN. Han et al. (2021) desenvolveram um estudo fase lll, randomizado,
duplo-cego, controlado, envolvendo 407 sujeitos com RSCcPN refrataria ao
tratamento padrdo-ouro, seguidos por 52 semanas. O grupo que recebeu
Mepolizumab (100 mg, via subcutanea a cada quatro semanas), além do tratamento
padrdo-ouro para a doenca com spray intranasal de Furoato de Mometasona
(n=206) durante o estudo, apresentou melhora do tamanho dos poélipos (com

melhora significativa na pontuacéo total do escore endoscépico dos pélipos nasais),
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e também da obstrucdo nasal, quando comparados aos 201 pacientes que
receberam placebo. E importante ressaltar que o estudo acima ndo avaliou o perfil
de citocinas dos pacientes estudados, ndo sendo possivel afirmar se houve
diferencas entre a melhora em pacientes com padrdo T2 exclusivo ou com padrdo
misto.

O TGF-B tem particular participacdo na fisiopatogenia da RSC, por ser uma
citocina multifuncional, com importante acdo em imunomodulacao (pela producéo de
citocinas Treg), como também no processo de reparacdo e remodelamento tecidual.
Ele ativa o epitélio das vias aéreas para um processo denominado de transicéo
epitélio-mesenquimal (EMT), modificando o fenoétipo das células basais do epitélio
para um fenotipo mesenquimal (PARK et al.,, 2016). Konnecke et al. (2017)
demonstraram, pela primeira vez, que as células epiteliais de pélipos nasais e
cornetos inferiores foram capazes de sofrer um processo semelhante a EMT apos
exposicdo ao TGF-f in vitro, mas que apenas as células epiteliais nasais de polipos
responderam com maior motilidade celular, sugerindo que esse processo estivesse
envolvido com a patogénese da RSC. O TGF- desempenha importante funcdo na
formacdo e crescimento de poélipos nasais, promovendo remodelamento e
crescimento celular, que estimulam a fibrose (atraindo células do estoma),
angiogénese e o acumulo de matriz extracelular (LI et al., 2019).

Os resultados do presente estudo corroboram os achados de Li et al. (2019),
gue compararam pacientes com RSC com e sem polipo nasal a controles por RT-
PCR quantitativo e encontraram maior expressdo de TGF-f em pacientes com
RSCcPN, quando comparados a pacientes com RSCsPN e controles saudaveis. Em
contrapartida, Lucas et al. (2021) encontraram resultados divergentes quando
compararam a expressao de TGF-B em pacientes com RSCcPN. Os autores
avaliaram 86 pacientes, divididos em trés grupos (RSCsPN, RSCcPN e controles) e
analisaram a expressdo de TGF-B pelo método ELISA, encontrando dosagem
reduzida desta citocina no grupo com RSCcPN e aumentada nos pacientes com
RSCsPN, quando comparados com os controles. E importante ressaltar que no
presente estudo foi aplicada a técnica Luminex para medir a concentracao proteica e
ndo a expressao génica dessas citocinas. Resultados conflitantes na literatura

podem ocorrer devido a técnicas divergentes utilizadas para essa mensuracao.
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Wang et al. (2022) avaliaram a EMT em 85 pacientes, divididos em grupo
controle, RSCsPN, RSCcPN eosinofiica e RSCcPN ndo eosinofilica, e
correlacionaram positivamente o grau de infiltrado eosinofilico com a diminuicdo da
E-caderina no tecido epitelial e 0 aumento da expressdo da vimentina, que em
conjunto sdo considerados importante marcadores para EMT. O aumento da
vimentina também foi relacionado com maior escore de Lund & Mackay. Seus
resultados sugerem, por fim, que os eosinéfilos possam promover a EMT em
pacientes com RSCcPN, contribuindo para o processo de inflamacéo crénica.

As células T1 estimulam a morte mediada por fagécitos de microbios
ingeridos através da secrecdo de IFN-y, levando a ativacdo de macrofagos e melhor
apresentacao de antigenos, recrutamento de células B e mudanca de classe para a
producdo de subclasses de IgG e inflamacéo do tecido com ativacdo de neutrofilos
(FOKKENS et al., 2020). Pacientes asiaticos com RSCcPN frequentemente
apresentam infiltracdo neutrofilica e altos niveis de INF-y. Baseados nisso, Lee et al.
(2019) avaliaram a relagéo de INF-y em pacientes com RSC com marcadores de
infiltracdo neutrofilica pelo método ELISA e encontraram aumento da expressao de
INF-y, particularmente em pacientes com pélipos nasais ndo eosinofilicos. Além
disso, o nivel de INF-y foi significativamente correlacionado com marcadores da
EMT, sugerindo que esta citocina pode induzir a EMT em células epiteliais nasais.
No presente estudo, encontrou-se expressao significativamente maior de INFy nos
pacientes com pdélipo nasal, quando comparados aos controles.

O tratamento padrdo-ouro para RSCcPN é o corticoide topico nasal, unico
com recomendacdo Al, de acordo com o EPOS 2020 (FOKKENS et al., 2020).
Sabe-se gue o0s corticoides tépicos mais recentes (Mometasona e Fluticasona)
apresentam absorcdo sistémica desprezivel, o que minimiza a possibilidade de
efeitos colaterais que estdo diretamente relacionados a esses efeitos
(DERENDORF; MELTZER, 2008). H&a evidéncias de alta qualidade de que essa
classe de droga é eficaz e segura para o tratamento prolongado (STJARNE et al.,
2006). Apesar dos novos tratamentos com drogas alvo-especificos serem
promissores, a relacdo custo-beneficio dos corticoides intranasais ainda é

extremamente relevante, estando essas novas drogas indicadas apenas a pacientes
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gue apresentam resposta ruim ao tratamento com corticoide; sendo sempre
associadas ao tratamento padrao-ouro e nunca utilizadas como drogas isoladas.

No presente estudo, e efeito positivo do corticoide tépico foi confirmado. Com
o uso do Furoato de Mometasona, houve melhora significativa deste escore, de
49,2+25,1 para 33,3+27,7. A resposta ao corticoide € de extrema importancia na
RSCcPN, uma doenca inflamatéria com franca resposta eosinofilica, visto que o
corticoide reduz o numero e a ativagdo das células inflamatérias na mucosa das vias
aéreas, agindo principalmente em eosinéfilos, neutréfilos, macrofagos, linfocitos T,
mastdcitos e células dendriticas (ZHANG et al., 2002)

Os glicocorticoides reduzem a secrecdo de mediadores pro-inflamatoérios
durante a fase tardia da resposta inflamatoria. Interferem também na producéo de
leucotrienos e prostaglandinas e reduzem a producédo de IL, IFN-y e TNF-a.. Além
disso, os corticoides inibem IL-5; diminuindo, consequentemente, a sobrevida dos
eosinofilos e inibem o nimero de mastdcitos na mucosa nasal e da ativacdo das
células T (CHONG NETO; ROSARIO, C. S.; ROSARIO, N. A, 2010). Sabe-se que a
Mometasona e a Fluticasona sdo altamente ativas contra as citocinas de resposta
T2, como a IL-4 e IL-5, e que também sdo capazes de inibir a producéo de IFN-y,
uma citocina de resposta T1. Apesar de ter potente acdo anti-inflamatéria, tanto para
resposta T1 como T2, suger-se que haja inibicdo mais potente para a resposta T2 do
que na resposta T1 (GHOGOMU; KERN, 2017; UMLAND et al., 1997).

Apesar de serem considerados padréo-ouro para o tratamento da RSCcPN, a
resposta aos corticoides topicos intranasais ndo € homogénea, uma vez que ainda
existe significativa parcela de pacientes que persiste com sintomas e sinais de
polipos nasais, mesmo apds tratamento otimizado (STJARNE et al., 2006). Essa
informacéo esta de acordo com os achados do presente estudo, visto que observou-
se que alguns pacientes responderam bem, enquanto outros responderam mal ou
até pioraram os sintomas com o uso do corticoide topico nasal.

Como objetivo principal este estudo, avaliou-se a influéncia dos IAPs sobre a
presenca de pdlipos nasais e sobre o efeito do tratamento com corticoide topico. A
justificativa do estudo € que a RSCcPN apresenta um componente proliferativo e,
assim, avaliou-se se um eventual atraso na cascata da apoptose poderia estar

envolvido no desenvolvimento dessa doenca.
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Os IAPs foram, inicialmente, reconhecidos como inibidores da morte celular
por meio da inibicdo das caspases, porém avancos recentes na compreensao da
funcdo demonstram que os IAPs sao potentes moduladores de inflamacéo;
modulando, sobretudo, as respostas imunes inatas (LALAOUI; VAUX, 2018).

Uma vez que a resisténcia adquirida das células a apoptose é uma das
principais caracteristicas do céancer, os inibidores endégenos da apoptose estdo
sendo considerados terapias-alvos, possivelmente promissoras no tratamento
anticancer (PHILCHENKOV; MIURA, 2016). Em paralelo a essa citacdo, observou-
se que os IAPs estdo altamente expressos em Varios tipos de cancer (FULDA,
2015). O reconhecimento de que os IAPs auxiliam a promover a sobrevivéncia
celular, e que a expresséo desses agentes encontra-se elevada em muitos tipos de
cancer, levou ao desenvolvimento de diversas drogas antagonistas aos IAPs, que
foram testadas em animais. A inibicdo combinada de IAPs e caspases desencadeou
necroptose em células de leucemia, cancer de pancreas, colorretal e de ovario
(LALAOUI; VAUX, 2018).

Os primeiros antagonistas de IAPs evidenciaram que, dos trés genes, apenas
XIAP possui a capacidade de inibir de forma significativa a atividade da caspase-3 e
da caspase-9. Ao contrério, clAP-1 e clAP-2 sao inibidores diretos fracos das
caspases e atuam, preferencialmente, na via pro-inflamatéria, ligando-se a fatores
associados ao receptor do TNF-a (TRAF - tumor necrosis factor receptor-associated
factors), promovendo a expressao de proteinas que ativam a sobrevivéncia das
células. Entre as vias de sinalizacédo, promovidas pelos IAPs, que inibem a morte
celular (caspase dependente ou independente), estdo a sinalizacdo da MAPK e a via
canbnica do NF-kB. A indugéo da via canbnica do NF-kB inibe a via nao canénica do
mesmo gene, regulando, assim, a imunidade inata (LALAOUI; VAUX, 2018).

Alguns estudos sugerem que os genes clAP1, clAP2 e XIAP funcionam de
maneira sobreposta e parcialmente redundante para garantir o desenvolvimento
adequado e a homeostase do tecido. E interessante o fato de que camundongos
com codelecdes de IAP1/IAP2 ou IAP1/ XIAP resultam em letalidade embrionaria
precoce, bem como em camundongos com codelecdes dos trés genes, apesar de
gue os com codelecao de XIAP/IAP2 sejam viaveis (MOULIN et al., 2012).

O estudo do papel das caspases e dos IAPs no contexto da RSCcPN pode
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ser de fundamental importancia, tanto para a compreensdo da patogénese da
doenca quanto para avaliar novas possiveis estratégias de tratamento,
principalmente para os pacientes que respondem mal ao tratamento padrdo-ouro
otimizado.

Assim, foram realizados estudos moleculares com PCR em tempo real para
0s genes dos inibidores das caspases (BIRC2/IAP1, BIRC3/IAP2 e xIAP) e para o0s
genes relacionados as caspases (BCL2, CASP3, CASP7, CASP9), enquanto que as
citocinas foram avaliadas pelo método luminex.

N&do foi observada diferenca significativa na expressdo dos genes da
apoptose BCL2, CASP3, CASP7 e CASP9, entre os pacientes com RSCcPN e os
controles. Este resultado corrobora parcialmente os achados de Kupper et al. (2014)
gue evidenciaram, por meio de PCR em tempo real, diminuicdo significativa na
expressao dos genes das caspases 3 e 9 nos pacientes com RSCcPN em relagéao
aos controles, mas sem diferenga significativa da expressao da caspase 7. Lin, H;
Lin, D. e Xiong (2014) também compararam a expressao da caspase 3 por imuno-
histoquimica nessa populacdo e evidenciaram fraca expressdo de caspase 3 nos
pacientes com polipos. A possivel diferenca entre os achados pode ser explicada
por técnicas laboratoriais diferentes, ou pelo uso prévio de tratamento clinico nos
estudos anteriores. Cabe aqui reforcar que os pacientes da presente coorte estavam
sem uso de nenhum tratamento clinico durante um més antes da coleta da amostra.

Ha claras evidéncias na literatura sobre o impacto positivo do corticoide topico
nos sintomas nasossinusais dos pacientes com polipo nasal, porém ainda existe
uma parcela desses pacientes que persiste com sintomas, mesmo apds o
tratamento otimizado (STJARNE et al., 2006). Levando em consideragédo este fato,
adicionalmente, avaliou-se se eventualmente a expressdo desses genes poderia
estar diferente entre os pacientes com RSCcPN, de acordo com a resposta ao
corticoide tépico nasal, pelo método PCA, e evidenciou-se que pacientes com
melhor resposta ao tratamento apresentaram maior expressao génica de BCL2 e
CASP9, enquanto que os com pior resposta demonstraram maior expressao génica
de CASP7.

E importante salientar o principal achado deste estudo, a expressio
significativamente menor dos genes IAPs (BIRC2/IAP1, BIRC3/IAP2 e XIAP) nos
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pélipos nasais em relacdo a mucosa dos pacientes livres da doenca. Ainda, na
andlise de PCA, observou-se que pacientes com boa resposta ao corticoide
obtiveram maior expressédo de BIRC2 e XIAP do que aqueles com ma resposta ao
corticoide. Assim, a diminuicdo de expressao de IAPS, nesta coorte, teve relacdo
com a presenca de pdlipos nasais, e também com pior resposta ao tratamento
clinico com corticoide topico.

Cho et al. (2008) investigaram a expressao dos IAPs e da caspase 3 em
polipos nasais de 20 pacientes e compararam com a mucosa da concha nasal
inferior de 20 controles saudaveis, através de RT-PCR semi-quantitativo e
encontraram a presenca de BIRC2/IAP1, BIRC3/IAP2 e XIAP na mucosa nasal
saudavel, enquanto, nos pdlipos, ndo foi evidenciado a expressédo de BIRC2/IAP1,
somente de BIRC3/IAP2 e XIAP. Em relacdo a caspase 3, foi encontrado a
expressao tanto no polipo, quanto nos controles, ndo sendo encontrada diferenca
entre a expressao dos genes citados entre os sujeitos dos 2 grupos avaliados. Os
resultados desses autores divergem dos aqui apresentados em relacdo a
BIRC3/IAP2 e XIAP, mas os autores nao observaram a expressao de BIRC2/IAP1
na mucosa dos pélipo, ao passo que na concha inferior havia expressao marcante
deste gene, sugerindo diminuicdo marcante na expressdao de BIRC2 nos poélipos
nasais. No entanto, exatamente porque Cho et al (2008) utilizaram métodos semi-
guantitativos de PCR, eles ndo conseguiram quantificar a diferenca. Em
contrapartida, o nosso estudo utilizou métodos muito mais sensiveis para quantificar
a expresséo dos genes avaliados.

Quando estudamos a relacdo dos IAPs com os genes da apotose e citocinas,
encontramos que a maior expressao de BIRC2 e XIAP esteve fortemente associada
a maior expressdo de BCL2, CASP9 e IL-17A, fracamente associada a maior
expressdo de IL-5 e IL-33, e fortemente associada a menor expressao de TGF-f.
Considerando ainda que pacientes com maior expressao de BIRC2 e XIAP tiveram
melhor resposta ao tratamento clinico com corticoide topico, podemos inferir, ao
Menos na presente coorte, que esses dois genes possam ter importancia central na
fisiopatogenia da RSCcPN e na boa resposta ao tratamento clinico.

No presente estudo, a reducdo dos IAPs (BIRC2 e XIAP) observada teve

relacdo direta com o aumento significativo da expressdo de TGF-f e também de
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CASP7, e menor expressao de CASP9, BCL2 e IL-17.

Alguns estudos ja relacionam a diminuicdo dos IAPs a processos
inflamatoérios exacerbados. Anderton et al. (2017), com o intuito de investigarem o
papel desses IAPs na homeostase da pele, injetaram um pan-antagonista de I1APs
na pele de camundongos. O uso dessa droga induziu a necrdlise epidérmica toxica,
com importe inflamacéo local, caracterizado por aumento de citocinas inflamatorias
como TNF-q, IL-6 e MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1) e recrutamento de
células inflamatérias, incluindo mastocitos, macrofagos e células T. O processo
inflamatorio exacerbado teve como consequéncia hiperplasia celular epitelial e perda
de adeséo intercelular nos queratindcitos, seguida de apoptose.

Da mesma forma que no estudo de Anderton et al. (2017), outros autores
demonstraram que a deficiéncia de IAPS pode levar a um processo inflamatorio
cronico (TANG et al.,, 2020), e alterar a resposta imune inata, bloqueando-a na
sinalizagéo da via da proteina NOD (LALAOUI; VAUX, 2018). Inclusive, a deficiéncia
de XIAP em camundongos anula completamente a sinalizacdo NOD1/2 e reduz as
respostas a infeccao por Listeria e Clamydophila pneumoniae (BAULER; DUCKETT;
O’RIORDAN, 2008; PRAKASH et al., 2010). Por fim, esta deficiéncia em imunidade
inata produz imunotolerancia a alguns patégenos, entre eles virus, bactérias e
fungos, com menor resposta inflamatéria aguda, mas induzindo um processo crénico
pré-inflamatério. Ainda, de acordo com Lalaoui e Vaux, (2018), é plausivel que
bactérias e fungos que se ligam a TLRs sejam capazes de reduzir os niveis clAP1 e
clAP2, ativando toda a cascata de inflamasoma.

Roscioli et al. (2017) avaliaram associacdo da asma com polimorfismos dos
genes de BIRC2 e BIRC 3 e encontraram correlagao de polimorfismo de BIRC3, mas
nao de BIRC2, com efeito protetor para susceptibilidade a asma e carga reduzida de
eosinofilos e neutrdéfilos circulantes. JA Tang et al. (2020) apresentaram um caso
demonstrando colite eosinofilica como manifestacéo inicial da deficiéncia de XIAP,
sugerindo também associagdo com alteracdo da via NOD2 de sinalizacdo
inflamatoria. Foi encontrada também regulacéo positiva das citocinas TH2 (IL-4, IL-5,
IL-6) e de eosindfilos no tecido gastrointestinal desse paciente. No presente estudo,
nao houve relagéo direta entre o grau de eosinofilia e a expressdo dos IAPs. Dessa

forma, sugere-se que a diminuicdo de IAPs seja um processo importante na
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fisiopatogenia da RSCcPN e na suscetibilidade dos polipos nasais ao tratamento
clinico pela interferéncia dos mesmos na resposta imune inata, o que acaba por
induzir um processo inflamatorio crénico exacerbado, e marcado por forte
participacdo do processo de remodelamento (com o aumento do TGF- e possivel
inducao do processo de EMT).

Considerando que os IAPs modificam a cascata inflamatoria em passos
anteriores aos da cascata adaptativa, os presentes achados sdo um elo muito
importante no entendimento da RSCcPN, e reforcam a importancia da participacao
do processo da imunidade inata como elo essencial entre o ambiente (via PAMPs/
DAMPs/NODs), o epitélio (via remodelamento, EMT e diminuicdo de adesé&o
intercelular) e a cronificacdo do processo inflamatorio (via ativacdo de cascatas da
prépria imunidade inata, assim como da adaptativa). Em conjunto, a interpretacéo
destes achados abre novas perspectivas de entendimento, reforgcando a importancia
da barreira epitelial da mucosa nasossinusal na RSCcPN, ndo como uma barreira
passiva, mas sim como uma entidade extremamente dindmica de interacdo com o
ambiente, e onde processos incoordenados podem levar a disturbios crbnicos de
respostas inflamatdérias e de remodelamento.

Estudos adicionais devem ainda reforgar a importéncia da barreira epitelial e
dos IAPs da inducdo do processo inflamatério crénico da RSCcPN, e podem ser

possiveis alvos terapéuticos para novas perspectivas de tratamento dessa doenca.



6. Conclusoes
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Ap0s analise dos resultados, concluiu-se que:

- Pacientes com RSCcPN apresentaram menor expressdo dos trés genes
IAPs estudados (BIRC2/IAP1, BIRC3/IAP2 e XIAP), além de expressao
significativamente maior das citocinas inflamatorias IFN-y, II-5 e TGF-§,

guando comparados aqueles livres de doenca

- A menor expressao de BIRC2/IAP1 e XIAP esteve ainda relacionada a pior

resposta ao corticoide tépico nasal.

- Por fim, observou-se que a expressdo de BIRC2/IAP1 e XIAP esteve
fortemente associada a expressdo de IL-17A, CASP9 e CASP3,
fracamente associada a expressdo de IL-33 e IL-5 e negativamente
associada a expressao de TGF-f3, reforcando a grande participacdo dos

inibidores na apoptose e no processo inflamatério.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Influéncia dos inibidores das caspases na resposta ao Furoato de Mometasona em
pacientes com Rinossinusite Crénica com Polipose Nasossinusal

Pesquisador: IVNA MOTA PASSOS

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 62763316.7.0000.5440

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nidmero do Parecer: 1.996.136

Apresentacao do Projeto:

As enzimas inibidoras das caspases (clAP1, clAP2 e XIAP) tém se destacado recentemente como tendo um
papel importante como reguladoras da inflamacdo. Sabendo da importancia da inflamagéo no
desenvolvimento da Rinossinusite Crénica com Polipose Nasossinusal (RSCcPN), o presente estudo tem
como finalidade avaliar o potencial envolvimento dessas enzimas na fisiopatogenia da RSCcPN, assim
como o efeito delas sobre a resisténcia ao corticosteroide topico, um dos tratamentos considerados padrao
ouro para RSCcPN.

Objetivo da Pesquisa:

O presente estudo tem como objetivo avaliar a presenga dos inibidores da apoptose na RSCcPN e controles
normais, além de investigar seu potencial envolvimento no processo inflamatério dessa doenca. Ainda,
pretendemos avaliar o efeito da expressao dos inibidores de caspases sobre a resisténcia clinica ao
corticoide tépico (furoato de mometasona).

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os principais riscos estariam relacionados a dor e sangramento, durante a biépsia.

Beneficios: Avaliar as possiveis causas de resisténcia ao principal tratamento clinico disponivel para a
doenca.
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo Caso-controle. Serdo selecionados um total de sessenta pacientes que serao divididos
em dois grupos. Quarenta pacientes com RSCcPN e 20 pacientes controles,

de ambos os sexos. Os pacientes de ambos os grupos deverdo primeiramente assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e apds serdo avaliados clinicamente quanto a presenca de sinais e
sintomas de RSCcPN, em seguida: Os pacientes com sinais e sintomas RSCcPN serdo submetidos a: 1.
Um questionario de qualidade de vida, especifico para doenc¢as nasossinusais, o SNOT-22. 2. O exame
endoscoépico, exame ja de rotina a todos os pacientes avaliados rotineiramente no servigo. Durante o
exame, serdo consideradas a presenca de sinais de RSCcPN e graduacgdo de acordo com o escore de
Fokkens. Ainda, durante o exame, é colhida uma bidpsia do pélipo nasal, conforme rotina do servigo para
confirmagao anatomo-patolégica. Especificamente para o estudo, a amostra sera dividida em 3 pedacgos:
uma devera ser mantida em formol (para encaminhamento a patologia, como rotina do servigco) e as outras
amostras mantidas a -700C para posterior processamento e anadlise de RNA e proteinas. 3. Tomografia
computadorizada de seios da face, exame também rotina para estadiamento de pacientes com RSCcPN.
Sera utilizada a escala de Lund-Mackay, pela qual avaliaremos os achados de comprometimento naso-
sinusal. O total da pontuagao vai de 0 a 24 pontos, sendo o valor mais alto correspondente a maior
gravidade da doencga. Os pacientes do grupo controle, serdo, durante o procedimento cirurgico (rinoplastia),
submetidos a endoscopia nasal e bidépsia de concha média. A amostra devera ser dividida em duas, e
mantidas a -700C para posterior processamento e estudo de PCR. As amostras de pdlipos nasais serao
coletadas no ambulatério de Rinologia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto e as de epitélio nasal do
grupo controle serdo coletadas no Centro Cirargico do mesmo hospital e enviadas para o Laboratério do
Departamento de Otorrinolaringologia, Oftalmologia e Cirurgia de Cabeca e Pescogo — HCFMRP-USP. Para
o transporte, as regras de biosseguranca e de conservagdo das amostras serdo cumpridas, pois a
integridade destas devem ser mantidas durante todo o transporte, a fim de que se tenha precisédo nos
resultados obtidos.Apds a avaliagéo inicial, os pacientes com RSCcPNS serdo submetidos a tratamento com
furoato de mometasona tépico nasal (tratamento considerado padréo ouro para RSCcPN, na dose de 4 jatos
por narina/dia) por um periodo de 60 dias e serdo reavaliados com nova endoscopia, conforme ja é
preconizado para avaliagéo destes pacientes na rotina do servico. Nesse mesmo momento, sera novamente
aplicado o questionario SNOT-22. Para extracao de acidos nucleicos e das proteinas dos tecidos, as
amostras deverao ser congeladas imediatamente em nitrogénio liquido, em tubos plasticos estéreis e livres

de RNAses. Sera extraido o RNA total da amostra conforme especificagdo do
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fabricante (Qiagen) e apos isso, sera realizada a quantificagdo do RNA total em NanoDrop. Os RNAs
extraidos por biépsia serdo processados para avaliagao dos inibidores das caspases (IAP1, IAP2 e Bcl2),
através de PCR quantitativo em tempo real, com uso de sondas Tag-Man especificas, de acordo com a
especificacdo do fabricante (Applied Biosystems). Os mesmos inibidores de caspases, e as caspases 3, 7 e
9, serdo analisadas por ELISA, confirmando assim sua expressao proteica. Para isso, kits especificos de
ELISA serao adquiridos, e seguir-se-a a especificacdo do fabricante.Por fim, sera avaliada a expressao das
citocinas proé-inflamatérias como INF alfa e gama, IL-5, IL-10, IL-33, IL-17 e TGF beta. Para andlise sera
utilizado o Ensaio Luminex, onde também serdo seguidas as normas de protocolo especificadas pelo
fabricante.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os documentos obrigatérios foram apresentados. A pesquisadora atendeu adequadamente as pendéncias
solicitadas no parecer anterior.

Recomendacgoées:

nao se aplica.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS 466/2012, o Projeto de pesquisa Versao 2 — mod em
21/03/2017, a solicitagdo de criagdo de biorrepositério assim como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido versdao 2 — mod em 21/03/2017 9grupo de estudo e grupo controle) e o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para Guarda de Material Biolégico (grupo de estudo e grupo controle),
podem ser enquadrados na categoria APROVADO.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislagao vigente, devem ser encaminhados ao CEP, relatérios parciais
anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatério final ao término do trabalho. Qualquer modificagao
do projeto original deve ser apresentada a este CEP em nova versao, de forma objetiva e com justificativas,
para nova apreciagao.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 23/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 827627.pdf 20:15:29
Outros Pedido_biorrepositorio.docx 23/03/2017 |IVNA MOTA Aceito
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Outros Pedido_biorrepositorio.docx 20:14:58 |IVNA MOTA Aceito

Outros Carta_Resposta.docx 21/03/2017 |IVNA MOTA Aceito
23:35:53 | PASSOS

Outros TCLE_Grupo_de_Estudo_versao2.docx | 21/03/2017 |IVNA MOTA Aceito
23:34:40 | PASSOS

Outros TCLE_Grupo_Controle_versao2.docx 21/03/2017 |IVNA MOTA Aceito
23:33:35 | PASSOS

Outros TCLE_biorrepositorio_Grupo_de_Estudo| 21/03/2017 |IVNA MOTA Aceito

.docx 23:31:25 |PASSOS
Outros TCLE_biorrepositorio_grupo_controle.do| 21/03/2017 |IVNA MOTA Aceito
cX 23:29:59 | PASSOS

Projeto Detalhado / |Projeto_de_pesquisa_completo_versao2| 21/03/2017 |IVNA MOTA Aceito

Brochura .docx 23:24:00 |[PASSOS

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE.docx 06/12/2016 [IVNA MOTA Aceito

Assentimento / 10:07:27 |PASSOS

Justificativa de

Auséncia

Outros Aprovacao_UPC.docx 02/12/2016 |IVNA MOTA Aceito
19:56:00 [PASSOS

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.docx 02/12/2016 [IVNA MOTA Aceito
19:54:07 _[PASSOS

Projeto Detalhado / |Projeto_de_pesquisa_completo.docx 17/11/2016 |IVNA MOTA Aceito

Brochura 12:23:53 [PASSOS

Investigador

Outros Cronograma.docx 17/11/2016 |IVNA MOTA Aceito
12:21:13 | PASSOS

Outros Orcamento.docx 17/11/2016 [IVNA MOTA Aceito
12:15:00 | PASSOS

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

RIBEIRAO PRETO, 03 de Abril de 2017

Assinado por:

MARCIA GUIMARAES VILLANOVA

(Coordenador)
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- QUESTIONARIO SNOTT-22 - VERSAO EM PORTUGUES

ANEXO B
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
GRUPO DE ESTUDO

Pesquisadoras responsaveis: Fabiana Cardoso Pereira Valera
Ivha Mota Passos

Copesquisador: Edwin Tamashiro
Telefones: 16 3602-2321 / 16 3602-2863 / 16 98232-8888

Vocé esta sendo convidado para participar do estudo:
Influéncia dos inibidores das caspases na resisténcia ao Furoato de Mometasona em
pacientes com Rinossinusite Cronica com P6lipo Nasossinusal

A sinusite é uma doencga inflamatéria que acomete a cavidade nasal e os seios da
face. Os principais sintomas séo: a obstru¢do nasal, a perda do olfato, o catarro nasal
abundante e as sinusites de repeticdo. Seu tratamento é limitado ainda nos dias de hoje. O
uso de corticoide topico, medicacdo utilizada para o tratamento clinico atual, controla
apenas 60% dos casos. As cirurgias também nao oferecem cura da sinusite pois podem
falhar em 30% dos casos.

O objetivo do estudo € o de avaliar possiveis alteracdes genéticas que estédo
associadas com a presenca de sinusite crénica e sua resposta ao tratamento clinico atual
mais comum. Avaliando fatores que, se presentes, poderiam diminuir a eficacia desses
medicamentos. Isso podera ajudar a desenvolver novas drogas no futuro para o tratamento
da sua doenca.

Vocé sera avaliado, na primeira etapa da pesquisa, durante uma consulta de rotina
do ambulatério. Além das perguntas clinicas de rotina, vocé respondera algumas perguntas
especificas sobre qualidade de vida (que leva em torno de 5 a 10 minutos para ser
preenchido).

Além disso, como rotina de toda primeira consulta no ambulatério, vocé serd
submetido a endoscopia nasal. Esse exame é realizado para avaliar melhor o interior do seu
nariz, e é rotina o encaminhamento de um pedago da mucosa nasal alterada para analise de

patologia. Especificamente para a pesquisa, a amostra coletada sera dividida, de forma que
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um pedaco sera encaminhado para a patologia, e outra serd armazenado para a pesquisa.
Por fim, vocé realizara também a tomografia dos seios da face; esse exame também é rotina
para avaliar a extensdo da sua doenga, e utilizaremos essa informacéo na pesquisa.

Os principais riscos relacionados ao exame de endoscopia e bidpsia sdo dor e
sangramento nasal de pequena monta, aos quais serao oferecidos prontamente assisténcia
médica. E importante ressaltar que vocé ndo serd exposto a risco adicional de qualquer
espécie, jA que os exames ja sdo realizados de rotina em qualquer paciente com a sua
doenca.

Apos vocé ter aceitado participar da pesquisa e ter realizado a avaliag&o inicial, vocé
receberd o furoato de mometasona (tratamento considerado padrdo para a sua doenga),
para um tratamento por um periodo de 60 dias. Vocé recebera a orientacdo de como utilizar
adequadamente o medicamento. Apds o periodo de tratamento, vocé sera reavaliado, sendo
gue vocé devera responder 0 mesmo questionario aplicado anteriormente, e sera realizada
nova endoscopia (também conforme rotina para seguimento da rinossinusite cronica).

Os seus beneficios seréo indiretos, pois este estudo ajudara a promover uma melhor
compreensdo da sua doenga, bem como do seu tratamento. Nao havera beneficios diretos
neste estudo.

Nao havera despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas, uma vez que todas as etapas da pesquisa serdo realizadas em
atendimento médico pré-estabelecidos. Também ndo havera compensacdo financeira
relacionada a sua participacdo, nem ressarcimento de despesas decorrentes da participacao
na pesquisa, tais como alimentacdo e transporte. Despesas adicionais serdo excepcionais,
mas se existirem, vocé sera reembolsado com o orcamento da pesquisa. Caso decida
participar e caso ocorra dano decorrente de sua participa¢cdo na pesquisa, vocé teré direito a
indenizagdo, conforme as leis vigentes no pais.

Reforcamos que os dados colhidos serédo usados somente para esta pesquisa, e que
em nenhum momento vocé sera exposto. Os dados do estudo poderdo ser usados para
divulgacdo em eventos médicos ou publicacdes em revistas cientificas, garantindo sempre o
anonimato dos pacientes. E estardo disponiveis quando solicitados pelos pacientes e/ou
responsaveis.

A sua participagdo neste estudo sera totalmente voluntaria, vocé ndo € obrigado(a) a
fazer parte. Seu tratamento e a atitude de seu médico do estudo ndo serdo afetados se vocé
decidir ndo fazer parte deste estudo. A recusa em participar ndo afetara qualquer beneficio

gue vocé tenha direito, inclusive sem que isso implique no atendimento atual e futuro nesta
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Instituicdo. Vocé também estara livre para retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagdo alguma, nem prejuizo ao seu cuidado nesta institui¢ao.

Se vocé decidir fazer parte da pesquisa, vocé precisara assinar duas vias deste
documento para comprovar que vocé deu seu consentimento em participar, sendo que vocé
fica com uma via.

Caso ainda tenha dulvidas, os pesquisadores estardo a sua disposicdo para
esclarecimentos de qualquer duvida relacionada a pesquisa, antes e durante sua realizagéo,
pelos telefones (3602-2863, 3202-2321 ou 98232-8888, sendo, este Ultimo, disponivel 24
horas), ou o Comité de Etica em Pesquisa deste Hospital (telefone de contato: 3602-2228

e-mail: cep@hcrp.usp.br), que estard disponivel para davidas éticas relacionadas a

pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que
foram lidas para mim. Eu discuti com o Dra. Ivna Mota Passos, sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacao é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento

neste Servigo.

Nome do paciente/ representante legal:

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Nome do pesquisador:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
GRUPO CONTROLE

Pesquisadoras responsaveis: Fabiana Cardoso Pereira Valera

Ilvna Mota Passos

Copesquisador: Edwin Tamashiro

Telefones: 16 3602-2321 / 16 3602-2863 / 16 98232-8888

Vocé estd sendo convidado para participar do estudo:
Influéncia dos inibidores das caspases na resisténcia ao Furoato de Mometasona em
pacientes com Rinossinusite Cronica com P6lipo Nasossinusal

A sinusite é uma doenca inflamatéria que acomete a cavidade nasal e os seios da
face. Os principais sintomas s&o: a obstrugdo nasal, a perda do olfato, o catarro nasal
abundante e as sinusites de repeticdo. Seu tratamento é limitado ainda nos dias de hoje. O
uso de corticoide topico, medicacdo utilizada para o tratamento clinico atual, controla
apenas 60% dos casos. As cirurgias também ndo oferecem cura da sinusite pois podem
falhar em 30% dos casos.

O objetivo do estudo € o de avaliar possiveis alteracdes genéticas que estédo
associadas com a presenca de sinusite crénica e sua resposta ao tratamento clinico atual
mais comum. Avaliando fatores que, se presentes, poderiam diminuir a eficacia desses
medicamentos. I1sso podera ajudar a desenvolver novas drogas no futuro para o tratamento
da sua doenca.

Vocé estéd sendo convidado para participar do grupo controle, ou seja, daquele grupo
que ndo possui a doenga e que serd comparado ao grupo de estudo, dos que possuem a
doenca. Sua participacéo € imprescindivel para que possamos identificar as diferencas entre
0s dois grupos e, assim, aumentarmos nosso conhecimento sobre essa doenga tdo comum
No NOSSO Meio.

Estamos convidando vocé porque vocé sera foi indicado para uma cirurgia nasal,
rinoplastia. A sua participacdo na pesquisa se dard em apenas uma etapa: durante a
cirurgia, vocé sera submetido a endoscopia nasal, que avaliard o interior do seu nariz.
Durante esse exame, serd retirado um pedaco da mucosa nasal que sera enviado para

estudo genético. O pequeno risco de sangramento local durante o procedimento pode
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ocorrer, e caso presente tera assisténcia imediata por nossa equipe. Nao havera risco ou
dor adicional, pois o procedimento sera realizado quando vocé estiver sob anestesia.

Os seus beneficios serdo indiretos, pois este estudo ajudara a promover uma melhor
compreensdo doenga, bem como do tratamento. N&o haverd beneficios diretos neste
estudo.

N&o haverd despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas, uma vez que sua participacdo na pesquisa sera apenas durante a
cirurgia. Também n&o havera compensacao financeira relacionada a sua participagdo, nem
ressarcimento de despesas decorrentes da participacdo na pesquisa, tais como alimentacao
e transporte. Despesas adicionais seréo excepcionais, mas se existirem, vocé sera
reembolsado com o or¢gamento da pesquisa. Caso decida participar e caso ocorra dano
decorrente de sua participacdo na pesquisa, vocé tera direito a indenizagdo, conforme as
leis vigentes no pais.

Reforcamos que os dados colhidos serdo usados somente para esta pesquisa, e que
em nenhum momento vocé sera exposto. Os dados do estudo poderdo ser usados para
divulgacdo em eventos médicos ou publicacdes em revistas cientificas, garantindo sempre o
anonimato dos pacientes. E estardo disponiveis quando solicitados pelos pacientes e/ou
responsaveis.

A sua participacao neste estudo sera totalmente voluntaria, vocé nédo é obrigado(a) a
fazer parte. Seu tratamento e a atitude de seu médico do estudo ndo serdo afetados se vocé
decidir ndo fazer parte deste estudo. A recusa em participar ndo afetara qualquer beneficio
gue vocé tenha direito, inclusive sem que isso implique no atendimento atual e futuro nesta
Instituicdo. Vocé também esta livre para retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagdo alguma, nem prejuizo ao seu cuidado nesta institui¢cao.

Se vocé decidir fazer parte da pesquisa, vocé precisard assinar duas vias deste
documento para comprovar que vocé deu seu consentimento em participar, sendo que vocé
fica com uma via.

Caso ainda tenha duavidas, os pesquisadores estardo a sua disposicdo para
esclarecimentos de qualquer duvida relacionada a pesquisa, antes e durante sua realizacao,
pelos telefones (3602-2863, 3202-2321 ou 98232-8888, sendo, este ultimo, disponivel 24
horas), ou 0 Comité de Etica em Pesquisa deste Hospital (telefone de contato: 3602-2228

e-mail: cep@hcrp.usp.br), que estard disponivel para dulvidas éticas relacionadas a

pesquisa.
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que

foram lidas para mim. Eu discuti com o Dra. Ivna Mota Passos, sobre a minha decisdo em
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participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacao é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou ho meu atendimento

neste Servigo.

Nome do paciente/ representante legal:

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador Data / /
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TERMO DE CONSENTIMENTO PARA GUARDA DE MATERIAL BIOLOGICO
GRUPO DE ESTUDO

Eu, Fabiana Cardoso Pereira Valera, sou responsavel pelo biorrepositorio ligado ao
projeto “Influenciadores dos inibidores das caspases na resposta ao Furoato de
Mometasona em pacientes com rinossinusite cronica com polipo nasossinusal” criado no
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto. Esse biorrepositério tem como objetivo guardar
amostras de mucosa nasal para avaliar existem fatores especificos nessa mucosa que
sejam marcadores para 0 sucesso no tratamento com corticoide tépico. Eu gostaria de
convida-lo (a) a autorizar a coleta, o depdsito, o armazenamento e a utilizacdo da sua
mucosa nasal para fins de pesquisa e andlise cientifica. Sua participagéo € voluntéria, tendo
liberdade de aceitar ou ndo que sua amostra seja guardada, sem risco de qualquer
penalizacdo ou prejuizo no atendimento que Ihe for prestado. O (A) Sr. (a) também tem o
direito de retirar seu consentimento a qualquer momento.

Este material serd coletado durante a endoscopia nasal rotina a qual vocé sera
submetido durante a consulta no ambulatério. Apds coletada, a mucosa nasal sera guardada
em biorrepositério por 10 anos no laboratério Multiusuario da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (Av. Bandeirantes, 3900, telefone 16 3315-0579), onde as amostras serao
armazenadas até o final deste estudo.

Eu, como o responsavel pela pesquisa, me comprometo a identificar as amostras e
os dados coletados de modo que garanta o seu sigilo e a sua confidencialidade, para isso a
sua amostra de mucosa nasal sera identificada por meio de cédigos.

Quanto a coleta de material, sera coletado uma amostra do tamanho da cabeca de
um cotonete. Em decorréncia da coleta, pequena quantidade de sangramento ou discreta
dor podem ocorrer. Serdo tomadas medidas para evitar ao maximo esses desconfortos, e
para reverté-los, caso eles ocorram.

Solicitamos também os dados de contato do (a) senhor (a), para que seja possivel
encontra-lo(a) posteriormente. Através dos contatos, garantimos fornecer as informagées de
seu interesse, além de receber eventuais beneficios provenientes do estudo com seu
material biolégico. Também solicitaremos autorizacdo, caso seja necessario, para o
descarte do material armazenado ap6s finalizacao do projeto.

Declaramos para os devidos fins que toda nova pesquisa a ser realizada com o
material armazenado serd submetida para aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) institucional e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP).
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Dados do doador:

Nome: ,RG: ,
Endereco: , n° , bairro , Cidade ,
telefone

Solicitamos sua assinatura, tendo recebido as informacbes acima, para confirmacao
de aceitacdo de que sua amostra de material bioldgico seja armazenada no Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto, sob a responsabilidade de Fabiana Cardoso Pereira Valera / lvha
Mota Passos, para fins de pesquisa e analise cientifica. Também afirmamos que uma via

deste documento, devidamente assinada sera entregue ao senhor (a).

Abaixo também seguem os dados de contato do pesquisador responsavel, caso o(a)
senhor(a) tenha alguma duavida posteriormente. Para esclarecimentos de questdes éticas,
o(a) senhor(a) também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do
HCFMRP-USP, que aprovou este biorrepositorio, pelo telefone (16) 3602-2228.

Dados do pesquisador responsavel:

Nome legivel:

Telefone para contato:

Assinatura;

Data:

Dados do participante (doador):

Nome legivel:

Assinatura;
Data:

Dados do responsavel legal pelo doador ou testemunha (caso aplicavel):

Nome legivel:

Assinatura;
Data:
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TERMO DE CONSENTIMENTO PARA GUARDA DE MATERIAL BIOLOGICO
GRUPO CONTROLE

Eu, Fabiana Cardoso Pereira Valera, sou responsavel pelo biorrepositorio ligado ao
projeto “Influenciadores dos inibidores das caspases na resposta ao Furoato de
Mometasona em pacientes com rinossinusite cronica com polipo nasossinusal” criado no
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto. Esse biorrepositério tem como objetivo guardar
amostras de mucosa nasal para avaliar existem fatores especificos nessa mucosa que
sejam marcadores para 0 sucesso no tratamento com corticoide tépico. Eu gostaria de
convida-lo (a) a autorizar a coleta, o depdsito, 0 armazenamento e a utilizagdo da sua
mucosa nasal para fins de pesquisa e andlise cientifica. Sua participagéo € voluntéria, tendo
liberdade de aceitar ou ndo que sua amostra seja guardada, sem risco de qualquer
penalizacdo ou prejuizo no atendimento que Ihe for prestado. O (A) Sr. (a) também tem o
direito de retirar seu consentimento a qualquer momento.

Como participante do grupo controle, o seu material sera coletado durante a
rinosseptoplastia a qual vocé sera submetido. Apds coletada, a mucosa nasal sera guardada
em biorrepositério por 10 anos no laboratério Multiusuario da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (Av. Bandeirantes, 3900, telefone 16 3315-0579), onde as amostras serao
armazenadas até o final deste estudo.

Eu, como o responsavel pela pesquisa, me comprometo a identificar as amostras e
os dados coletados de modo que garanta o seu sigilo e a sua confidencialidade, para isso a
sua amostra de mucosa nasal sera identificada por meio de cédigos.

Quanto a coleta de material, sera coletado uma amostra do tamanho da cabeca de
um cotonete. Em decorréncia da coleta, pequena quantidade de sangramento pode ocorrer.
Serdo tomadas medidas para evitar ao maximo esse desconforto, e para reverté-lo, caso ele
ocorra.

Solicitamos também os dados de contato do (a) senhor (a), para que seja possivel
encontra-lo(a) posteriormente. Através dos contatos, garantimos fornecer as informagdes de
seu interesse, além de receber eventuais beneficios provenientes do estudo com seu
material biolégico. Também solicitaremos autorizacdo, caso seja necessario, para o
descarte do material armazenado ap6s finalizacao do projeto.

Declaramos para os devidos fins que toda nova pesquisa a ser realizada com o
material armazenado ser4 submetida para aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) institucional e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP).
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Dados do doador:

Nome: ,RG: ,
Endereco: , n° , bairro , Cidade ,
telefone

Solicitamos sua assinatura, tendo recebido as informag¢des acima, para confirmacao
de aceitacdo de que sua amostra de material biol6gico seja armazenada no Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto, sob a responsabilidade de Fabiana Cardoso Pereira Valera / lvha
Mota Passos, para fins de pesquisa e analise cientifica. Também afirmamos que uma via
deste documento, devidamente assinada sera entregue ao senhor (a).

Abaixo também seguem os dados de contato do pesquisador responsavel, caso o(a)
senhor(a) tenha alguma duavida posteriormente. Para esclarecimentos de questdes éticas,
o(a) senhor(a) também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do
HCFMRP-USP, que aprovou este biorrepositério, pelo telefone (16) 3602-2228.

Dados do pesquisador responsavel:

Nome legivel:

Telefone para contato:

Assinatura;

Data:

Dados do participante (doador):

Nome legivel:

Assinatura:
Data:

Dados do responsavel legal pelo doador ou testemunha (caso aplicavel):

Nome legivel:

Assinatura;
Data:
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APENDICE B - pPROTOCOLO DE AVALIACAO DOS PACIENTES DO
GRUPO DE ESTUDO

Endoscopia Nasal:

Caracteristica

Avaliagao pré

Avaliacao pos

Polipo D (0,1,2)

Pdlipo E (0,1,2)

Edema D (0,1,2)

Edema E (0,1,2)

Descarga D (0,1,2)

Descarga E (0,1,2)

Total

Pdlipo:
0- auséncia
1- meatos médio somente
2- além do meato médio

Edema: O - auséncia/ 1- moderado/ 2 - severo
Descarga: 0 - auséncia/ 1- fina, hialina/ 2 - espessa, purulenta

Tomografia:

Seio

Direito

Esquerdo

Total

Maxilar

Etmoide anterior

Etmoide posterior

Esfenoide

Frontal

Complexo 6stio meatal

Total

Seios: 0 - normal / 1 - opacificado parcialmente / 2 - opacificado completamente

COM: 0 - sem obstrucéo / 2 - obstruido



