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Resumo

A rinossinusite cronica com polipose nasossinusal (RSCcPN) caracteriza-se por
inflamagao sintomatica da mucosa nasal e € uma doenga bastante prevalente, atingindo até 2%
da populagcdo mundial, afetando consideravelmente a qualidade de vida dos individuos
acometidos. Atualmente, entende-se que diferentes fatores estdo envolvidos na sua etiologia,
sendo que caracteristicas do hospedeiro também sao fundamentais para o seu desenvolvimento;
estudos recentes propéem que modelos moleculares inflamatoérios que caracterizam a RSCcPN
poderdo auxiliar na determinagao da fisiopatologia da doenca, guiando a terapéutica adequada.
Para a avaliagao de risco individual € importante estimar as alteragdes funcionais das células ou
tecidos, assim, podemos determinar as alteragdes moleculares em nivel de DNA. Técnicas, como
os micronucleos (MNs), que utilizam a avaliagdo de danos no DNA de células esfoliativas, como
as encontradas no epitélio nasal, tem sido utilizadas como uma forma nao invasiva de monitorar
populagdes humanas, tendo a capacidade de indicar eventos celulares e moleculares importantes
para esclarecer sobre as relagdes entre a exposi¢do a agentes causadores de doengas e 0s
efeitos sobre a saude. Assim, a analise de danos no DNA de células epiteliais pode ajudar a
melhor compreender a etiologia e a patogénese das doengas, permitindo o planejamento de
estratégias de prevencgao e tratamento. O presente estudo tem por objetivo avaliar a presencga de
danos ao DNA de células do epitélio nasal em pacientes com rinossinusite crénica com polipose
nasossinusal. Desenvolveu-se estudo transversal, onde foram analisadas amostras coletadas da
mucosa nasal de 40 pacientes (21 com polipose e 19 sem polipose nasossinusal); foram excluidos
pacientes tabagistas. Encontrou-se média de 3,690 micronucleos por 1000 células analisadas (+
2,165) em pacientes com RSCcPN, enquanto os pacientes do grupo controle apresentam média
de 1,237 (+ 0,806); (teste t=4,653, p< 0,001). Houve aumento de numero de MNs em pacientes
com RSCcPN, com significancia estatistica (p< 0,001), no entanto devemos considerar a
possibilidade de viés relacionado ao fato de o grupo controle ser jovem que o grupo de pacientes

com polipose; assim, mais estudos sao necessarios para complementacao de resultados.

Palavras-chave: polipose nasossinusal, micronucleos, dano no DNA



Abstract

Chronic rhinosinusitis with nasal polyposis (CRSwWNP) is characterized by a
symptomatic inflammation of the nasal mucosa. This is a widely prevalent disease, reaching up to
2% of the world population, considerably affecting the quality of life of the affected individuals.
Currently, it is understood that different factors are involved in its etiology, including the
characteristics of the host. Thus, inflammatory molecular models may assist in determining the
physiopathology of the disease, and guide the appropriate therapy. The micronucleus technique
(MNs) was used to indicate cellular and molecular events; this way, the analysis of DNA damage of
epithelial cells can help better understand the etiology and pathogenesis of diseases, enabling the
planning of strategies for prevention and treatment. For individual risk assessment is important to
estimate the functional changes of cells or tissues, so we can determine the molecular changes in
DNA level. Techniques such as micronuclei (MNs), that use the assessment of DNA damage in
exfoliated cells, such as found in the nasal epithelium, has been used as a noninvasive way of
monitoring human populations; this technique could indicate the molecular and cellular events
important to clarify the relationship between exposure to disease-causing agents and the effects on
health. Thus, the analysis of DNA damage in this cells can help us to understand the etiology and
pathogenesis of diseases, enabling the planning of strategies for prevention and treatment. This
study aims to evaluate the presence of damage to the nasal epithelium cell DNA in patients with
chronic rhinosinusitis and nasal polyps; we developed a cross-sectional study, which collected
samples of nasal mucosa of 40 non-smoker patients (21 with polyps and 19 without nasal
polyposis). An average of 3,690 micronuclei per 1000 cells analyzed (+ 2,165) in patients with
RSCcPN, while control patients showed an average of 1,237 (+ 0.806); (t = 4.653 test, p <0.001).
We observed an increase of MN number in patients with RSCcPN, with statistical significance (p
<0.001), however we must consider the possibility of bias related to the fact that the control group
is younger than patients with polyposis; thus more studies are needed to complement our results.

Keywords: nasal polyposis, micronuclei, DNA damage
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Revisao de Literatura
1- Rinossinusite crénica

A rinossinusite caracteriza-se por inflamacgao sintomatica da mucosa nasal e
dos seios paranasais, € uma doenga bastante prevalente e pode ser dividida em aguda ou
cronica. A doenga cronica caracteriza-se por sintomas por mais de 12 semanas e pode se
apresentar com (RSCcPN) ou sem (RSCsPN) a presenca de polipos nasais. Embora
ainda existam controvérsias em classificar ambas entidades no mesmo grupo, nao esta
bem estabelecido se a RSCcPN ¢é o resultado final de rinossinusites agudas recorrentes
que produzem polipos ou se tem fisiopatogenia diferente, desenvolvendo-se
independentemente (1).

1.1 Diagndéstico

Segundo os Guidelines Europeu (1) e Americano (2), rinossinusite cronica
em adultos é definida como inflamacao nasal e paranasal, caracterizada por dois ou mais
sintomas: um dos quais deve ser obstrugdo/congestido nasal ou secregao nasal (anterior
ou posterior) e/ou dor/presséao facial e/ou hiposmia ou anosmia por mais de 12 semanas.
Os sintomas devem ser demonstrados ou endoscopicamente (pdélipos nasais, e/ou
secregdo purulenta do meato médio, e/ou edema /obstrugdo mucosa do meato médio)
e/ou tomograficamente (alteragbes mucosas nos seios e/ou no complexo Ostio-meatal).
Assim, observa-se que a documentacdo de inflamacdo dos seios paranasais é
fundamental para o diagndstico de rinossinusite crénica (RSC), ndo podendo o0 mesmo ser

concluido apenas com a presenca de sintomas persistentes.

A obstrugdo nasal é o sintoma mais comumente reportado (81-95% dos
pacientes), seguida pela congestdo facial (70-85%), secreg¢ao nasal hialina (51-83%) e
hiposmia (61-69%) (3,4); a secrecao nasal pode ser anterior ou posterior, podendo variar
de hialina a purulenta. A hiposmia é usualmente vista em pacientes com polipose,
podendo ser atribuida a inflamacéo, com restricdo do fluxo aéreo na fenda olfatéria
(mecanismo condutivo) ou ao dano neuroepitelial pela inflamagao cronica (mecanismo

neurossensorial) (5,6).



14

Alguns sintomas nao s&o necessarios para o diagndstico, mas devem ser
considerados durante a anamnese, sendo chamados de sintomas menores: otalgia ou
plenitude auricular, tontura, halitose, dor dentaria, irritacdo traqueal, laringea ou nasal,
disfonia, tosse, astenia, mal-estar, altera¢cdes do sono (7). Na concomitancia de atopia,
encontramos aumento de tosse, irritacdo e astenia, resultando em significante reducéo da
qualidade de vida. Os principais diagnésticos diferenciais da RSC sao rinite (alérgica e
nao-alérgica), deformidades septais e causas nao rinogénicas de dor facial (cefaleia

vascular, neuralgia do trigémio, entre outras) (8-10).

1.1.1 Exame fisico e complementar

O diagndstico é direcionado pela historia clinica e complementado pelo
exame do paciente. A rinoscopia anterior, apesar de visualizar apenas o tergo anterior da
cavidade, é indispensavel, sendo o primeiro passo do exame fisico. A oroscopia pode ser
extremamente valida, principalmente quando evidenciamos gota pds-nasal. Ambos séo
complementados pela endoscopia nasal (com aparelho rigido ou flexivel), que permite
visualizagdo da fossa nasal em sua totalidade. Exames de citologia e bacteriologia
normalmente sao utilizados em pesquisas, nao trazendo beneficios para o dia-a-dia; as

bidépsias podem ser utilizadas para excluir outras doengas, como tumores.

A radiografia de seios da face tem valor limitado para o diagndstico de
rinossinusite, ndo devendo ser realizada; o método de escolha para imagem de seios
paranasais € a tomografia, que permite adequada andlise 6ssea. E extremamente
importante ressaltar que o uso indiscriminado de tomografia traz prejuizos para o paciente
e geralmente ndo altera a conduta, devendo ser reservado a pacientes com complicagdes,
recidivas ou em pré-operatérios. A ressonancia magnética nuclear, apesar de ndo expor o
paciente a radiagao, pode néo ser muito util em RSC, pois ¢é utilizada para visualizagdo de
tecidos moles, sendo, assim, utilizada em suspeitas tumorais ou em complicagcdes

intracranianas, complementando as imagens tomogréficas.

Alguns teste diagnosticos podem ser utilizados em casos selecionados, mas

nao sao rotineiramente realizados, entre eles, citam-se avaliagdo da fungdo mucociliar,
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peak flow inspiratorio nasal, rinomanometria, rinometria acustica, testes de olfatos, testes

cutaneos de sensibilidade.

1.2 Epidemiologia

A revisao de estudos tem dificuldade de avaliar a real prevaléncia da RSC.
Isso deve-se ndo apenas ao fato de a doenca ser bastante heterogénea, mas também
pela escassez de trabalhos com esta preocupacgdo (1). Enquanto diversos estudos
buscam orientar sobre microbiologia, diagnéstico e tratamento, poucos se preocupam em
avaliar a epidemiologia. Segundo dados de entrevistas americanas, 15,5-16% da
populagdo americana refere sofrer de "problemas no seios da face" (sinus trouble) por
mais de 3 meses no ano anterior (11,12); no entanto, quando consideramos o diagndstico
médico, apenas 2% tem RSC. (13) Estima-se que, anualmente, 18 a 22 milhdes de
consultas nos EUA devam-se a RSC (14).0s dados sao bastante conflitantes; em
questionarios no Canada, encontramos 3,4% dos homens e 5,7% das mulheres
considerando que tem RSC (15); enquanto na Coreia, a prevaléncia € de 1,01%; na
Bélgica, 6% (16); na Escécia, 9,6%; no Caribe, 9,3%(17); 10,6% na Europa (18) e 5,5 %
em Sao Paulo (19). Quando falamos de RSCcPN, observamos mais dificuldade
estatistica, uma vez que diversos pacientes com polipose nasal sdo assintomaticos (20),
acredita-se que 20% dos pacientes com RSC tem pdlipos (21), mas apenas um ter¢o dos
pacientes com polipos ndo procura atendimento médico por sintomas nasossinusais (20).
Estima-se que 2-5% da populagdo mundial seja portador da doenga (22). Johansson et
al., na Suica, reportou a prevaléncia de 2.7%, sendo mais frequentes em homens (2,2:1),
idosos (5% em pacientes com mais de 60 anos) e asmaticos (20); na Coreia, encontrou-
se prevaléncia de 0,5%; na Finlandia, 4,3%(23) e na Franga, 2,1% (22). Estudos com
autopsia encontram dados também variaveis, entre 2% (diagndstico apenas com
rinoscopia anterior) e 42% (diagnostico com endoscopia e/ou cirurgia endoscoépica).

Apesar de dados pouco claros sobre a epidemiologia, diversos estudos
avaliaram o impacto da rinossinusite na economia global. Nos anos 2000, o tratamento
clinico-cirirgico de RSC custava entre U$ 200 e U$ 6,000 por paciente. Além disso,

devemos considerar os custos indiretos, como queda no rendimento e afastamento do
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trabalho. Em 2003, a rinossinusite foi classificada entre as dez doencas mais

dispendiosas para os trabalhadores americanos (24).

1.3 Etiologia e Patogenia da Rinossinusite Cronica

A Rinossinusite  Crbnica (RSC) era atribuida a tratamento
incompleto/inadequado de rinossinusite aguda (RSCsPN) ou a atopia severa (RSCcPN);

mas, atualmente, entende-se que a doenca é multifatorial.

A primeira tentativa de explicar a RSC foi a "hipotese fungica", que
sustentava que todas as RSC decorriam da resposta exacerbada do hospedeiro a fungos
(25); atualmente, embora muitos rejeitem absolutamente tal afirmagdo, alguns casos
podem ser enquadrados na teoria fungica. Além disso, outras suposi¢cdes sao
consideradas: defeitos na cascata dos eicosanoides, com aumento de producdo de
leucotrienos pro-inflamatorios e diminuicdo de prostaglandinas anti-inflamatérias; os
superantigenos produzidos pelo Staphylococcus aureus associada a "hipotese da barreira
imune", onde falhas na barreira imune permitiiam colonizagdo e proliferacdo de
superantigenos; a descoberta recente de biofiimes ainda necessitando de mais estudos
para avaliar a sua relagdo com RSC; na formacao de polipos, acredita-se que a produgao
de autoanticorpos locais poderia aumentar o dano tecidual. No entanto, em muitos
estudos, encontramos a unido de partes de diversas teorias. Atualmente, aceita-se que o
dano epitelial ou a disfuncdo na barreira imune resulte na colonizagdo do S. aureus, que
provocaria secregao de superantigenos com efeito em diversas células, como linfocitos,
eosindfilos, fibroblastos, células epiteliais e mastdcitos, o que acarretaria alteracdo na
resposta dos Th2, gerando IgE policlonal, alteragbes em mastocitos e eosindfilos,
modificando o metabolismo de eicosanoides; a soma destes efeitos locais poderia originar
os polipos nasais (1). Estudos recentes mostram que a RSCsPN caracteriza-se por
fibrose, altos niveis de TGF-B e aumento da atividade Treg, enquanto a RSCcPN, edema,
baixos niveis de TGF-B e baixa atividade Treg. (26,27) Os fatores da suscetibilidade do
hospedeiro ndo podem ser esquecidos, as pesquisas mostram diferentes rotas na
imunologia da mucosa nasal, algumas geneticamente adquiridas (28); o maior exemplo &

a fibrose cistica, no entanto, acredita-se que exista envolvimento de multiplos /oci e
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multiplos fendtipos, onde, provavelmente, associam-se fatores do hospedeiro e da
exposi¢cdo ambiental. Dessa maneira, admite-se que a RSC seja uma doenga multifatorial,
com persisténcia de inflamagado, pela disfungdo da relacdo hospedeiro-ambiente,

associada a diversos fatores exégenos.

Avaliaremos os fatores exdgenos separadamente, por motivos didaticos,

lembrando que ha sobreposicdo na maioria dos casos:

1.3.1 Fatores inflamatorios:

1.3.1.1 Bactérias: o papel das bactérias é bem estabelecido na rinossinusite
aguda, no entanto, na RSC, a sua fungado ainda é incerta. Acreditava-se que os seios
eram estéreis, contudo Brok et al demonstrou que até 58% dos seios normais apresentam
colonizagao bacteriana mista (29). Diversos autores mostraram que em casos de RSC
unilateral, encontramos flora similar bilateralmente antes e depois do procedimento
cirurgico (8,30); no entanto, considerando apenas RSCcPN, nos ultimos anos diferentes
estudos mostraram a relagdo entre a presenca de S.aureus e a formagao de polipos.
(31,32). A colonizagao de S. aureus secreta superantigenos, que amplificam a inflamacao
eosinofilica local, culminando na formagao de pdlipos; tal hipotese tem sido sustentada
também por estudos de cultura (33). Trabalhos com ensaios in vitro evidenciaram que os
superantigenos podem modificar também a cadeia pré-inflamatéria do Th2, aumentando
IL-4, IL-5 e IL-17 (34) e diminuindo TGF-B e IL-10 (35-37). Heymans et al demonstrou que
a presengca de genes de exotoxinas de estafilococicas pode estar relacionada a
severidade da doenga (38,39). Além disso, ndo ha nenhuma evidéncia do papel dos
superantigenos na etiopatogenia da RSCsPN, sugerindo diferentes etiologia e patogénese
das doencas. A formagao de biofilmes € um importante mecanismo de sobrevivéncia de
micro-organismos. Toxinas bacterianas encontradas em biofilmes sdo consideradas
responsaveis pelo desenvolvimento de RSC com e sem pdlipos (40). Sabe-se que a
colonizagao de bactérias nos polipos esta relacionada a formas mais graves, sintomatica
e radiologicamente, e pior progndstico pés-operatério(41). O papel dos biofilmes

bacterianos ainda ndo esta bem estabelecido, mas acredita-se que seja responsavel por
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alterar a resposta da doenga a tratamento padrdo e por aumentar as recidivas poés-

operatorias (42).

1.2.1.2. Fungos: o papel dos fungos permanece incerto na RSC; alguns
autores ainda sustentam que parte da "hipotese fungica" deva ser considerada, propondo
que uma resposta excessiva ndo-mediada por IgE do hospedeiro a fungos do ambiente
seria a desencadeante primaria da maioria das RSC, com e sem pdélipos. (43,44) Diversos
trabalhos tentaram utilizar antifungicos topicos no tratamento de RSC, no entanto,
nenhum obteve éxito. Os dados recentes mostram que ha dificuldade em provar a

"hipdtese fungica", sendo necessarios mais estudos (45).

1.2.1.3 Atopia: a fungdo dos alergenos inalados na RSC é controversa,
inclusive, nao ha correlagdo bem estabelecida entre rinite alérgica e RSC, no entanto,
sabemos que as células e mediadores envolvidos em ambas doencgas se sobrepéem em
diversos momentos (46). Dados epidemiologicos sugerem que a atopia seja fator
predisponente para RSC, 0,5 a 4,5% dos pacientes atdpicos tem polipose nasal (47,48);
mas ndo se sabe o exato papel da alergia (49-51). Estudos mostraram n&o haver
aumento da prevaléncia de RSCcPN em pacientes atopicos (46, 52). A correlagao entre
asma e RSCcPN ainda ndo esta bem estabelecida (53), mas as doengas estao
frequentemente associadas; inclusive havendo melhora dos sintomas da asma com o
tratamento clinico e/ou cirirgico da RSC (54). Quanto & sensibilidade ao Acido
Acetilsalicilico, 35-95% dos pacientes com alergia a AAS tem pdlipos nasais (55).

1.2.1.4. Virus: a relacédo entre virus e RSC é pouco estudada na literatura;
sabemos que a infeccao viral destréi a barreira imune do epitélio, o que poderia predispor
a RSC (56), contudo, novos estudos sdo necessarios para melhor elucidar a relagcao de

causalidade (1).

1.2.1.5. Toxinas ambientais: embora existam muitos trabalhos avaliando a
relacdo entre tabaco e RSC, evidenciando que esses pacientes apresentam maior
prevaléncia de RSC e pior resultado cirurgico, evidéncias sobre o real papel do tabagismo
ainda sao escassas. Outras toxinas como 0z6nio, didxido sulfurico, didxido de nitrogénio e

poluentes particulados ainda sao pouco estudados (1, 57),
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1.3.2. Cascata inflamatdria do hospedeiro na Rinossinusite Crénica

A mucosa nasossinusal é o primeiro contato entre substancias exoégenas e o
organismo, necessitando funcionamento adequado dos mecanismos de defesa para
protecdo do hospedeiro; assim, acredita-se que alteragdes na resposta imune inata do
hospedeiro predispdem ao desenvolvimento de RSC (28,58). Pelo fato de ndo serem
encontradas associagdes de pacientes com RSC e outras doengas crdnicas, exceto
asma, acredita-se que as alteragdes imunes em pacientes com RSC, se presentes, séao
centradas apenas na via aérea. A inflamacdo mucosa em pacientes crénicos apresenta
grande variabilidade, o que pode estar evidenciando amplo espectro da doencga. Apesar
das descobertas das ultimas décadas, a descrigdo da totalidade das vias moleculares é
fundamental, pois espera-se que possa determinar a patofisiologia da doenga, guiando

novas possibilidades terapéuticas, clinicas ou cirurgicas (59).

Abaixo, os mecanismos de defesa do organismo didaticamente divididos,

sendo importante ressaltar que tais mecanismos agem de forma conjunta:

1.3.2.1 Barreira mecéanica: formada por muco, cilios e células epiteliais. O
transporte mucociliar € considerado a primeira linha de defesa do organismo, levando
materiais em direcdo a nasofaringe. O muco € produzido por glandulas submucosas,
células caliciformes (globet cells), proteinas epiteliais, secre¢cao lacrimal e transudato
vascular; a mucina é responsavel pela adesdo de moléculas ao epitélio, facilitando o
transporte, as glicoproteinas auxiliam na interacdo hospedeiro-micro-organismo. A fungao
ciliar normal € importante para o adequado clearance nasal, no entanto ainda ha dados
conflitantes na literatura (60); pacientes com RSC podem apresentar discinesia ciliar
primaria (por exemplo, fibrose cistica) causando RSC ou discinesia secundaria a propria
doencga, sendo as ultimas geralmente reversiveis (54). A associagcao com fibrose cistica &
bem conhecida, sendo que 43% dos pacientes apresentam pdlipos (61); no entanto,
Hamilos n&o encontrou evidéncias de defeito primario no clearance mucociliar na maioria
dos pacientes com RSC (62). As alteragdes mucociliares secundarias a doenca
geralmente normalizam apds o tratamento da infecgao e restauragdo da drenagem usual

dos seios (63).
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A quebra mecanica da barreira permite que proteinas estimulem a resposta
imune, sendo proposta como o principal fator predisponente a asma, motivo pelo qual
alguns autores extrapolam tal teoria para a RSC. O conhecimento das moléculas de
adesao celular, como tight junctions, desmossomos e hemidesmossomos pode ser
importante na RSC; Zuckerman et al (63) e Rogers et al (64), mostraram que pacientes
com RSCcPN apresentam diminuicdo dos niveis de proteinas dos desmossomos e de
tight junctions. Além disso, baixos niveis de inibidores de proteases em pacientes com
polipose, aumentam a suscetibilidade a proteases enddgenas e exdgenas (58), presentes
em fungos, bactérias e alergenos, resultando em maior vulnerabilidade mucosa. A
alteracdo mecanica também aumenta a permeabilidade ibnica da mucosa, mecanismo

que vem sendo proposto como um dos fatores para o edema tecidual em RSCcPN (65).

1.3.2.2.Células Epiteliais: possuem mecanismos moleculares de
reconhecimento de danos a mucosa, sejam eles fisicos ou causados por micro-
organismos (66); algumas glicoproteinas de reconhecimento de patdégenos, como os
receptores Toll-like (TLR, Toll-like receptors) estdo numericamente modificados em
pacientes com fibrose cistica, RSCcPN e RSCsPN (67). Tais resultados nado foram
totalmente elucidados, mas entende-se que sejam causados por inflamacéo crénica da

mucosa.

O epitélio nasal secreta grande quantidade de moléculas antimicrobianas,
como enzimas (lisozima, peroxidase, lactoferrina), opsoninas (complemento e pentraxina-
3), proteinas de permeabilidade (A defensina, B defensina), colectinas (surfactante) e
proteinas de ligacao (lactoferrina e mucina); diversos autores vem estudando a relagao
entre alteragcbes em tais moléculas e RSC, sem observar algum padrdo absoluto.
Entretanto, sugere-se que a diminuicdo de moléculas de defesa predisponha a

proliferacao microbioldgica e ao desenvolvimento de RSC em alguns pacientes. (58)

As células epiteliais produzem grande variedade de citocinas inflamatérias,
em resposta a presengca de patdgenos, entre elas, IL-1, TNF-a, IFNa/B, GM-CSF,
eotaxinas, RANTES, IL-10, IL-6, IL-8, CSF, IL-25, IL-32, IL-33 e BAFF. Além de
estimularem dor, secrecéo e dilatagdo vascular, as citocinas também tem a propriedade

de atrair células, como eosinéfilos, neutréfilos, mastocitos, linfocitos e células dendriticas.
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Em pacientes com RSCcPN, encontramos aumento de GM-CSF, eotaxinas, RANTES,IL-
4, IL-5, IL-6 IL-13 e BAFF (68,69), apesar de nem todas moléculas terem seus efeitos bem
elucidados, sabemos que IL-5 é fator chave para o desenvolvimento de eosinofilia e IL-4 e
IL-13 contribuem para ativagdo de macréfagos e remodelamento tecidual (70). Estudos in
vitro em polipos, mostraram que as alteragdes nas citocinas podem regular a cascata para
producao de inflamagéo do tipo 2 (71). Outras moléculas coestimuladoras também sao
secretadas no epitélio, como as da familia B7, que possuem a capacidade de diminuir as
respostas das células T; essas moléculas estdo aumentadas em pacientes com RSC, mas
0 seu papel continua incerto (72).

A produgao de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio pela mucosa nasal
€ importante para o reparo celular e para a resposta a toxinas ambientais; o éxido nitrico
(NO) ainda é responsavel por regular o batimento ciliar. Em pacientes com RSCcPN,
encontram-se niveis muito baixos de NO, com aumento apds tratamento adequado; no
entanto, a funcdo do NO na mucosa saudavel e doente de pacientes com RSC ainda néo

é totalmente compreendida (75).

1.3.2.3 Células dendriticas: participam na imunidade inata e adquirida,
capturando antigenos, fazendo sua apresentacdo a células T e secretando mediadores
inflamatérias; sao encontradas em numero aumentado em pacientes com RSC,
especialmente naqueles com polipose (70). Alguns autores sugerem que tratamento

voltado as células dendriticas podera ser bastante efetivo (76).

1.3.2.4. Macrofagos: sédo células da imunidade inata, com diversas fungoes,
como homeostase, fagocitose e reparo tissular; pacientes com polipose apresentam
alteragdes em macrofagos, que prejudicaria a sua habilidade de fagocitose, contribuindo

para a patofisiologia da doenca (1)

1.3.2.5. Eosindfilos: atuam na mucosa contra parasitas multicelulares,
podendo apresentar também funcdes de remodelamento tecidual; produzem dano tecidual
pela degranulacéo e liberacdo de toxinas, causando edema. A presenga em grande
numero na via aérea tem sido associada a pacientes com asma. Algumas RSCs sao
consideradas puramente eosinofilicas, mostrando o papel central de tais células na

patofisiologia. A eosinofilia tecidual € mais proeminente na RSCcPN, podendo ser
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associada a pior progndstico (77); dados asiaticos mostram-se controversos, pois nao
encontram eosinofilia em pacientes com polipose, fato que pode estar relacionada a
diferencas de metodologia (78). A boa resposta de eosindfilos a corticoides pode explicar
o bom resultado do tratamento com tal medicamentos. O aumento de IL-5 induz aumento
do numero de eosinodfilos, assim, estudos utilizando anticorpos anti-IL-5 mostraram
diminui¢do nos polipos e melhora clinica (79).

1.3.2.6. Neutrodfilos: sdo responsaveis por fagocitose de micro-organismos
extracelulares; sdo recrutados por citocinas, salientando-se a IL-8. O seu papel na RSC
permanece controverso, mas observa-se aumento de infiltragcao tecidual. Sugere-se que a
RSCsPN é uma doenga neutrofilica enquanto a RSCcPN é eosinofilica, baseado no grau

de infiltracao.

1.3.2.7 Mastécitos: atuam na imunidade inata, liberando granulos pré-
formados, entre eles, histamina, serotonina e proteases. S&do bem estudados em doencas
como asma e rinite, ultimamente sendo relacionados a polipose nasal, pois sdo capazes
de sustentar a inflamagéao eosinofilica mediada ou nao por IgE (1). O papel dos mastécitos
persiste incerto, mas pode estar relacionado a degranulagdo induzida por S. aureus,

aumento da sensibilidade a antigenos ou a ativacao direta de Th2 (80,81).

1.3.2.8. Plasmocitos e Imunoglobulinas: Os linfocitos B secretam
imunoglobulinas, fazendo parte da imunidade adaptativa. Pacientes com RSCcPN
apresentam, no tecido polipoide, aumento do nivel de imunoglobulinas, principalmente
IgA, IgE e IgG, com niveis séricos permanecendo normais; tais fatos, associados a
formagao de centros germinativos tissulares, sugerem que a produgéo seja local (82.). A
presenga de autoanticorpos nos polipos esta relacionada a pior prognoéstico da doenga. O
aumento de IgE nos podlipos independe da atopia e se relaciona a presenca de
superantigenos estafilococicos (70). Alteragbes do sistema imune sdo mais comumente
encontradas em pacientes com RSCcPN (1); em pacientes com polipose de dificil
tratamento, 10% apresentam imunodeficiéncia comum variavel e 6% apresenta deficiéncia

seletiva de IgA.

1.3.2.9. Células T e Citocinas: as células T apresentam em numero elevado

em pacientes com polipos, acredita-se que a RSCcPN seja relacionada a desordens de
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Th2, enquanto RSCsPN seja relacionada a Th1 (1). Os linfécitos inatos associados a
RSCcPN respondem principalmente a citocinas IL-25, IL-33 e TSLP, culminando na
produgéao de IL-4, IL-5 e IL-13 (83), que promovem ativagao alternativa de macréfagos,

ativagao de eosinofilos e aumento do muco, respectivamente.

1.3.2.10. Remodelamento: as alteracbes teciduais vistas em epitélios de
pacientes com rinite e RSC geralmente incluem fibrose, alteracbes epiteliais,
espessamento da membrana basal, hiperplasia de células caliciformes, edema
subepitelial e infiltrado inflamatério (84); em pacientes com polipose, encontramos,
também, fraqueza da barreira mecanica, diminuicdo de secregao, piora da cicatrizagao e
edema da matriz extracelular (MEC), tais caracteristicas contribuem para o aumento da
vulnerabilidade mucosa. (28,85). Van Bruaene et al (86) demonstraram que, na doenca
incipiente, existe alteracdo dos niveis de TGF-B, o que sugere que a RSC inicia com
alteracdo do remodelamento tecidual e ndo com inflamagédo. Diversos grupos vem
estudando a alteragdo das metaloproteinases da matriz extracelular, encontrando
modificagdes importantes que podem estar relacionadas ao remodelamento da MEC (70).
Fatores angiogénicos também s&o relacionados ao remodelamento em pacientes com
polipose, com aumento da expressao do VEGF (Vascular endothelial growth factor), o que
pode estar relacionado com o intenso edema, pelo aumento da permeabilidade vascular
(87).

A hiperplasia glandular e de células caliciformes, relacionada a viscosidade
do muco, sao caracteristicas da RSC mediadas principalmente por TNF-a, IL-8 e IL-13.
Também foi encontrada alteragdo na expressdao dos genes produtores de mucina em

pacientes com RSC (88).

1.3.2.11. Cascata do Acido Aracdénico: os eicosanoides (por exemplo,
prostaglandinas - PGE, leucotrienos, prostaciclina, tramboxano e ciclooxigenases) sao
moléculas geradas pelo metabolismo do acido aracddnico; alteragcbes na rota s&o
associadas a polipose em pacientes sensiveis ao acido acetilsalicilico (AAS). Em geral, as
lipoxantinas e a PGE2 sao anti-inflamatdrias, enquanto as demais sao proé-inflamatarias.

Diferentes alteracbes no metabolismo do acido aracdbénico, que usualmente causam
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aumento de leucotrienos e diminuicdo de PGE2, podem predispor a formacao de pélipos

nasais (89).

1.3.2.12. Proteina p53: a p53 regula a divisdo celular, prevenindo
proliferacdes descontroladas, motivo pelo qual o seu mecanismo de estudo é a apoptose.
Sabe-se que pacientes com RSCcPN apresentam alteragao no padrao de apoptose; ainda
que a doenga seja eminentemente inflamatoria, o atraso da morte celular programada tem
papel importante no surgimento de pdlipos (90). Estudos mostram diminuicdo da
expressao da p53 em RSCcPN, mostrando alteragdo na cascata e possivel causa para a
perpetuacdo de células e do processo inflamatorio (91, 92). Essas evidéncias sugerem
que a melhor compreensdo de tais mecanismos pode auxiliar no desenvolvimento de

drogas, facilitando o controle e prevengao da doencga (91).

1.3.3. Fatores associados a Rinossinusite Crénica

Existem outros fatores que devem ser considerados e podem predispor a
RSC:

1.3.3.1. Fatores locais do hospedeiro: apesar do postulado de que variagdes
anatdomicas (por exemplo, desvio septal) acarretam a RSC, ndo ha evidéncias que

conseguem confirmar tal afirmagao. (93)

1.3.3.2. Fatores ambientais e cigarro: a relagdo de fatores ambientais e

cigarro e RSCcPN ainda nao foi bem estabelecida.

1.3.3.3. Fatores iatrogénicos: sdo consideradas as cirurgias mal executadas

/ incompletas.

1.3.3.4. Refluxo laringo-faringeo: os estudos n&o conseguiram provar que

os danos causados pelo refluxo produzem RSC (94).
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1.4. Complicagdes de Rinossinusite Crénica

As complicagdes da RSC sao raras e pouco documentadas, pois geralmente
relacionam-se as alteragcdes Osseas, podendo ser consideradas como parte da evolugcao

natural da doenca.

1.4.1. Mucocele: é resultante da obstrucdo de 6stio de drenagem de um
seio, que causa acumulo de muco e eventual expansao do seio, apresenta crescimento

lento. E um evento raro que acomete principalmente a regido fronto-etmoidal (86%);

1.4.2. Osteite: geralmente considerado como evolugao natural da doencga,
pois esta presente em até 92% dos modelos em coelhos (95); a extensdo do

remodelamento ésseo esta relacionada com a severidade da doenga;

1.4.3. Erosdo e expansao Osseas: formas mais agressivas de RSCcPN
podem acarretar erosdao 6ssea. Geralmente ocorre em doengas etmoidal, afetando a
ldmina papiracea. Alguns pacientes podem apresentar algumas areas com osteite

entremeadas com erosao.

1.4.4. Metaplasia 6ssea: raramente encontrada, mas pode ocupar toda a

cavidade nasal, devendo ser diferenciado de lesbes tumorais.

1.4.5. Neuropatia Ooptica: pode ocorrer quando a doenga acomete o

esfenoide ou etmoide posterior, geralmente quando ha erosédo éssea no apice orbitario.

1.5.Genética e Rinossinusite Croénica

A RSC é uma doenga causada por multiplos fatores genéticos e ambientais;

diversos estudos avaliam alteragdes genéticas que podem ser acarretar RSC.

O aumento da frequéncia de polipos em individuos da mesma familia
orientou alguns estudos, que comprovaram essa afirmagédo; no entanto, gémeos
univitelinos podem ou nao desenvolver RSCcPN, o que mostra haver necessidade de
somatodria de fatores genéticos e ambientais para o desenvolvimento de polipose (96).

Alteracdes de genes especificos foram relacionadas a RSCcPN, geralmente sugerindo
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alteragdo funcional da barreira epitelial (1). Diversas mutagdes genéticas ja foram
encontradas em pacientes com polipose, no entanto, ainda nédo estdo bem estabelecidos
quais desses genes tem relagdo com o desenvolvimento de pdlipos ou com o progndstico
da doenga. Pacientes heterozigotos para a fibrose cistica apresentam maior probabilidade
de desenvolver RSC (97). Em pacientes com Triade de Samter (sensibilidade ao AAS,
asma e polipose), estdo sendo encontradas algumas alteragdes genéticas caracteristicas,
contudo, mais estudos ainda sdo necessarios. Acredita-se que com o desenvolvimento de
pesquisas genOmicas relacionadas a RSC, podera haver estratificagdo dos subtipos da

doencga, com tratamento dirigidos ao desencadeante. (1)

1.6. Qualidade de Vida e Rinossinusite Cronica

Diversos métodos séo utilizados para a avaliagdo da qualidade de vida em
pacientes com RSC, podendo ser especificos ou ndo especificos para a doenca. Na
avaliagdo global, segundo o Consenso Brasileiro de Rinossinusites, a RSC apresenta
grande impacto na qualidade de vida dos pacientes, pior do que a artrite reumatoide, a
diabetes tipo | e a doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC); o questionario nao
especifico SF-36 mostrou diferenga significativa nos oito dominios estudados (limitagdo
fisica, estado de saude, dor corporal, limitagdo em todas as atividades, vitalidade,

limitag&do social, saude mental e limitagdo emocional).

A avaliagcdo de métodos especificos para sintomas nasais mostrou que os
sintomas com maior impacto na qualidade de vida dos pacientes sdo: secre¢cdo nasal
espessa, gota pos- nasal, fadiga, ma qualidade do sono e fadiga ao acordar; sendo que
74% dos pacientes consideram os sintomas graves ou intolerantes (98). A associagao
com a asma piora a vitalidade, a dor e a fungao fisica. E importante salientar que no ha
correlagdo entre os escores de qualidade de vida e as alteragbes tomograficas ou
endoscopicas. (46,99.)

O tratamento adequado, clinico e/ou cirurgico, melhora os parametros
avaliados, trazendo melhora importante na qualidade de vida (100). Contudo, vale

ressaltar que pacientes com menores escores no pré-operatério mantiveram os menores
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escores no pos-operatério, demonstrando menor impacto da cirurgia quando o paciente

tem poucos sintomas (101).

1.7. Tratamento

O objetivo do tratamento em pacientes com RSC é alcangar e manter
controle clinico, ou seja, pacientes assintomaticos ou com sintomas que ndo causem
incbmodo importante, se possivel combinados com mucosa saudavel e necessidade
apenas de medicacéao local; atualmente, ndo se sabe qual o percentual de pacientes com
RSC atinge tal estado, necessitando de mais estudos para elucidagcédo. O tratamento de
RSCcPN depende dos sintomas do paciente, baseia-se inicialmente no manejo clinico,
com objetivo de reduzir sintomas e melhorar a qualidade de vida (46). A cirurgia &
reservada para os casos de recidiva ou de complicagcdes; mesmo que nao existam
evidéncias da diferenga de efetividade entre tratamento clinico e cirurgia para pacientes
com polipose (102). Alguns pacientes apresentam sintomas persistentes apesar de
tratamento otimizado clinico-cirurgico; assim, consideramos rinossinusite de dificil controle
(difficult to treat rhinosinusitis) quando ha persisténcia dos sintomas apos cirurgia

adequada, corticoterapia topica e até dois cursos curtos de antibioticoterapia. (1)

Abordaremos apenas o tratamento em pacientes adultos imunocompetentes.

1.7.1 Clinico
1.7.1.1.Corticoesteroides

O objetivo do tratamento clinico é a diminuigdo do processo inflamatorio;
assim, opta-se, como primeira escolha, pelos corticoesteroides (103). Os CEs atuam
diminuindo a transcricdo de citocinas pro-inflamatoérias, reduzindo a ativacdo de
eosinofilos, assim, modificando a resposta imune inata e adquirida (104). A acao anti-
inflamatéria produz diminuicdo do edema, facilita a drenagem e a manutencdo da
permeabilidade dos Oéstios dos seios paranasais. Utilizam-se as formas sistémicas e

topicas para o tratamento, ambas com eficacia grau Ib, evitando-se o uso prolongado
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sisttmico devido aos efeitos colaterais existentes (1). O CE mais utilizado é a
prednisolona, na dose de 50-60 mg/dia, por 15 dias. O CE de uso sistémico é o
medicamento que apresenta melhor resultado em relagdo a hiposmia/anosmia; podem
postergar o procedimento cirurgico, sendo extremamente util quando utilizados no pre-

operatério, facilitando o ato cirurgico (54) e no pds-operatério, diminuindo a recorréncia.

O tratamento topico é o preferido para o uso crénico, possui efeito
comprovado na melhora dos sintomas, inclusive a hiposmia e a diminui¢do de pdlipos
(1), com mais eficacia apds 4 semanas de uso. A sua utilizagado € facil e segura, ja que
estudos néo evidenciaram alteragbes mucosas com tratamento de mais de 1 ano. A
taxa de sucesso varia de 60-80%, o insucesso geralmente esta relacionado a ma
adesao e a polipos extensos (105, 106). A utilizagdo de CE tépico no pds-operatério ja
esta bem consolidada na literatura, trazendo aumento do intervalo livre de doenga. O
principal efeito colateral local € o sangramento, mas acredita-se que se deva ao
posicionamento errbneo idnico do spray na cavidade, tocando no septo. Os efeitos
colaterais sistémicos s&o relacionados a biodisponibilidade da droga: glaucoma,
osteoporose, inibicdo do crescimento e supressao do eixo hipotalamo -hipofisario;
devendo-se atentar para a prescricdo de drogas de baixa biodisponibilidade em
pacientes suscetiveis, como asmaticos, idosos, hipertensos, diabéticos e criancgas.

A associagao de CE oral e topico reduz a congestdo nasal, a eosindfilia

tecidual, o tamanho do pdlipo, a opacificagdo tomografica e melhora o olfato. (103)

1.7.1.2.Antimicrobianos

No tratamento de agudizagcbes da RSC podem ser utilizados
antibioticos, no entanto, segundo EP30S, tal conduta apresenta nivel de evidéncia
grau 4 (1). Idealmente, espera-se realizar terapia dirigida ao germe responsavel
pela infecgdo, contudo, a cultura de seios ndo é realizada rotineiramente (46),
ainda que saibamos que o tratamento empirico pode resultar em aumento da
resisténcia bacteriana e da viruléncia (107). Segundo o Consenso Brasileiro de
Rinossinusites (54), a terapia antimicrobiana é coadjuvante e deve considerar que,
além dos germes comuns (Streptoccoccus pneumoniae, Haemophilus influenzae e

Moraxella catarrhalis), Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativo
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e associagbes de bactérias podem ser os causadores da agudizagdo. Dessa
maneira, a clindamicina ou a associagdo amoxicilina com clavulanato de potassio
sdo consideradas boas escolhas, sendo o tempo de tratamento de trés a seis
semanas.

O uso prolongado de macrolideos em baixas doses vem crescendo nos
ultimos anos, acreditando-se no poder de imunomodulagao de tais drogas, diminuindo o
processo inflamatério (inibindo a formagéao de IL-6 e IL-8 e o recrutamento de células
inflamatdérias) e aumentando o batimento ciliar (108). Eritromicina, Claritromicina,
Doxiciclina e Roxitromicina sdao as substancias que tem eficacia comprovada, com
melhora dos sintomas entre 60 % e 80% (54); baseado no estudo de Ragab (109), o
EP30S (1) classifica este tratamento em nivel de evidéncia Ib. No entanto, o uso
indiscriminado como anti-inflamatério, pode levar ao crescimento da resisténcia
bacteriana, como no Japdo. O uso de macrolideos ainda necessita de evidéncias com
estudos melhor sistematizados, principalmente para avaliar resultados a longo prazo e
recorréncia (110), sendo considerado, atualmente, como tratamento adjuvantes em casos
dificeis.

O uso de antimicrobianos topico pode ser considerado (111), autores
mostram melhora importante em até 82% dos pacientes, com melhora na endoscopia € no
tempo livre de doencga. Mupirocina e tobramicina (112) podem ser utilizados, usualmente
com poucos efeitos adversos, a gentamicina deve ser utilizada com cautela pelo risco de
perda auditiva ja reportado (113).

O uso de antifungicos topicos ou sistémicos nao demonstraram eficacia no
tratamento de RSCcPN (114).

1.7.1.3.0utros tratamento clinicos

A solucado salina isotdnica melhora o batimento ciliar e hidrata a mucosa,
sendo recomendada em revisdo Cochrane(115). A solug&o salina hipertonica (3%) tem os
mesmos beneficios da isotbnica, acrescentando-se a diminuicdo do edema e da

obstrugéo nasal.

Pacientes com Doenga Respiratéria Exacerbada pela Aspirina (do inglés,

Aspirin Exacerbed Respiratory Disease, AERD) podem apresentar melhora dos sintomas
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com uso de antileucotrienos, ja que estudos moleculares evidenciaram numero
aumentado de leucotrienos nos polipos desses pacientes; no entanto, ndo ha estudos
randomizados para tal droga. Individuos com AERD também podem apresentar beneficios
com a dessensibilizacdo com AAS, topica ou sistémica; devendo-se atentar para os
grandes riscos de efeitos colaterais. (116,117).

Novas terapias vem sendo desenvolvidas considerando os estudos

moleculares, como, por exemplo, a reslizumabe, um medicamentos anti-IL-5 (118).

O uso de anti-histaminicos no tratamento da RSCcPN n&o tem evidéncias
na diminuicdo dos pdlipos, mas pode melhorar a qualidade de vida, principalmente em

pacientes atopicos, diminuindo a coriza, a obstrugdo e os espirros (54).

Os descongestionantes e mucoliticos ndo devem ser utilizados para o
tratamento da RSC.

1.7.2. Cirurgico

O tratamento cirdrgico € reservado a pacientes que nado respondem ao
tratamento clinico. Tem como objetivo restaurar a fisiologia nasossinusal e remover os
polipos, preservado ao maximo a mucosa sadia, sendo indicado nas seguintes situagbes
(54): 1) falha no tratamento medicamentoso por 3 meses; 2) efeitos adversos do
tratamento clinico; 3) baixa adesao; 4) queixa primaria de obstrugéo, hipersecreg¢ao e/ou
alteracao do olfato sem melhora com o tratamento clinico (vale ressaltar que os resultados
cirargicos em relacéo a alteragdes do olfato sdo conflitantes); 5) sintomas persistentes de
via aérea inferior; 6) complicacdes da RSC. Ndo ha consenso na literatura sobre qual o
momento correto de operar o paciente, alguns autores acreditam que a RSC sem
tratamento € uma doenga progressiva, podendo causar danos irreversiveis na mucosa
com o passar do tempo (119), diminuindo a resposta aos tratamentos clinico e cirurgico;
assim, Hopkins et al (120) consideram que a cirurgia ndo deve ser postergada apés ma
resposta ao tratamento clinico.

A cirurgia funcional endoscopica nasossinusal é padréo-ouro quando os

medicamentos falham (121); a técnica foi descrita inicialmente por Messerklinger e



31

Stammberger (122, 123) e vem sendo aperfeicoada até os dias de hoje. As técnicas
cirurgicas variam desde minimamente invasivas até esfeno-etmoidectomia radical,
podendo ser associadas técnicas externas; a indicagdo varia conforme a doencga
nasossinusal e a doencga de base, ainda sdo necessarios ensaios clinicos randomizados
para melhor avaliar se cirurgias extensa realmente beneficiam o paciente (124) A cirurgia
apresenta melhora dos sintomas em 75-95% dos casos; com 1,4% de complicagdes;
sendo necessarias revisdes em 3,6% no primeiro ano e em 11,8% nos primeiros 36
meses; no entanto, alguns apresentam recidiva de pélipos em até 60% dos casos em dois
anos, 0s quais nem sempre necessitardo de nova cirurgia, enquanto outros autores
afirmaram que 98% dos pacientes apresentam melhora da qualidade de vida em 2 anos
(125). Os dados por vezes conflitantes podem ser compreendidos quando avaliamos os
variaveis desenhos dos estudos associados com a heterogeneidade da RSC. Diversos
fatores influenciam o resultado cirurgico, entre eles, destacam-se: 1- idade, extensdo e
duracdo da doenga; 2- cirurgia prévia ; 3- comorbidades (intolerancia ao AAS, asma,
fibrose cistica) (54); 4- eosinofilia (100), que podem piorar o prognostico. Pacientes com
asma costumam se beneficiar do tratamento cirdrgico com melhora do quadro pulmonar,
uma vez que os fatores nasais costumam desencadear crises (alergia e colonizagao).
Ramakrishnan et al. (126) demonstrou que a microbiota do seio pode influenciar no

resultado pds-operatorio.
1.7.2.1. Complicagdes do Tratamento Cirurgico

A relagdo entre os seios paranasais, a oOrbita e a fossa craniana pode
resultar em complicagdes serias no poés-operatorios; tais complicagdes, felizmente, séo
raras. Estima-se que as complicagées maiores (como amaurose, diplopia, fistula liquodrica
complicada, pneumoencéfalo, hemorragia intracraniana, lesédo cerebral, hemorragia grave,
toxemia e morte) ocorrem em 1% dos casos, enquanto as complicagdes menores (como
enfisema orbitario, fistula liquérica ndo complicada, hemorragia leve, hiposmia, sinéquia)

em 5 a 6% dos casos (116).
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2. Avaliacao de dano no DNA - Técnica dos Micronucleos

2.1 Biomarcadores e Avaliagao de dano no DNA

O DNA (acido desoxirribonucleico) € um polimero de formado por quatro
unidades (adenosina, citosina, guanina e timina) e esta presente no nucleo de todas as
células dos seres vivos. O DNA contém as instru¢cdes genéticas que coordenam o
desenvolvimento e fisiologia dos seres vivos, transmitindo-os aos seus descendentes.
Sabe-se que diferentes habitos de vida associados a formacédo genética do individuo
causam diversos efeitos a molécula de DNA, tais alteracbes podem demorar décadas
para serem expressas fenotipicamente (127). A mutacdo €& a alteracdo no material
genético que, quando nao reparada em tempo apropriado, é transmitida as células -filhas.
Fatores fisicos, quimicos e biolégicos podem ser responsaveis pelas mutagdes no DNA;
alguns deles sao inexoraveis, como o passar dos anos, as radiagdes naturais, a presenga
de Oy; entretanto, o conhecimento atual permite que outros precipitantes sejam evitados,
como a exposi¢cao ao tabaco (128). Acredita-se que com o passar dos anos, exista
acumulo de DNA lesado e nao reparado, motivo pelo qual apresentamos aumento de
mutagdes em individuos mais idosos (129).

Biomarcadores sé&o parametros bioldgicos que informam sobre o estado
fisiopatoldgico de um individuo ou populagdo, sendo muito Uteis na avaliagdo de doengas,
podendo ser utilizados para screening, monitorizagdo de tratamento ou de recorréncia de
doencgas especificas, segundo consenso de 2001 do National Institute of Health (NIH)
(130). Idealmente, os biomarcadores devem ser seguros, especificos, baratos, existindo
tratamento comprovado capaz de modifica-los. Os biomarcadores mostram eventos
celulares e moleculares, podendo ajudar a melhora compreensdo da etiologia e
patogéneses das doencgas, e, consequentemente, nas estratégias de prevencgao (131).

Na avaliacdo de risco individual é importante estimar as alteracdes
funcionais das células ou tecido, pois a predisposi¢cao genética, estado nutricional e estilo
de vida podem modificar os prejuizos causados pelos fatores ambientais. Assim, a
determinacao das alteragdes moleculares em nivel de DNA pode se tornar um marcador

de suscetibilidade de risco individual (132).
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Diversas técnicas vem sendo desenvolvidas, nas ultimas décadas, para
avaliacdo dos danos no DNA; objetiva-se, cada vez mais, que tais métodos sejam menos
invasivos, sem perder a eficacia no diagnostico.

O aprimoramento de técnicas que utilizam células esfoliativas permitem
resultados fidedignos com baixo custo e rapidez. As células esfoliativas sdo encontradas
em epitélio do tipo estratificado, ou seja, composto por varias camadas celulares com
origem na camada mais profunda chamada camada basal ou germinativa e permitem
monitorar popula¢gdes humanas expostas a agentes mutagénicos. Por esse epitélio
apresenta renovagao celular continua com a migragao das células-filhas para a superficie,
mesmo as células da camada basal expressando os danos no DNA , as filhas podem ou

nao apresenta-los (133).

2.2. Técnica de Micronucleos

A técnica de micronucleos (MNs) em células epiteliais € considerada como
biomarcador de lesées ao DNA, representados pela frequéncia de anomalias ou auséncia
do nucleo das células. Através da técnica, € possivel avaliar diversas alteragbes
cromossémicas que ocorreram durante a divisdo celular (134).

Existem dois mecanismos principais que levam a formacdo de MN: 1-
quebra cromossémica e 2- disfungédo do aparato mitotico, na anafase pela falha da ligagéo
ao fuso mitdtico (135), assim, os fragmentos cromossdmicos sao incluidos em
micronucleos nas células -filhas. A formagcdo de MN pode ser induzida por substancias
que causam quebra no material genético ou por agentes que afetam a formacao do fuso.
(136)

O aumento da frequéncia de MN esta relacionado com os primeiros eventos
da carcinogénese (137).

Na analise microscopica, visualiza-se um pequeno nucleo que pode ter um
diametro entre 1/16 e 1/3 do didmetro dos nucleos principais, podendo ser facilmente
distinto de células binucleadas (138).

A frequéncia de MNs em células esfoliativas vem sendo usada para
investigar genotoxicidade localmente induzida; podendo ser avaliados em eritrocitos,

linfocitos e células epiteliais oral, urotelial e nasal (139).
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Os dados epidemiolégicos disponiveis para o teste MNs sao bastante
limitados, estima-se que a presenca de MNs em células esfoliativas é um evento
relativamente raro, com uma frequéncia média de um micronucleo para cada 1000
células, havendo grande variabilidade individual (139).

Assim, o impacto de idade, género, estilo de vida, dieta e tabagismo nao
estdo bem estabelecidos na formacao de MN nasais(133). Atualmente, acredita-se que,
com o aumento da idade, exista diminuicdo da regeneracgao celular, com diminui¢do do
numero de células da camada basal, por esse motivo, quando avaliados individuos com
idades discrepantes, devemos levar esses dados em consideracao (140); uma vez que,
em linfécitos, encontramos aumento do numero de MN com a idade (141). No entanto,
alguns autores nao encontram diferengas.

Quanto ao tabagismo, o Projeto Internacional de Micronucleo Humano (The
International Human Micronucleus -HUMN) mostrou, em 2011, na avaliagcdo de mucosa
oral e linfocitos, que ha diminuicdo de MN em tabagistas ativos ou ex-tabagistas recentes;
no entanto quando ha exposigcdo ocupacional a genotoxinas, os tabagistas pesados
apresentam aumento importante na formacéo de MN (142). Nenhum estudo avaliou como
desfecho primario os efeitos do cigarro na formacédo de MN, mas alguns pesquisadores
encontraram aumento de frequéncia dos MN em pacientes tabagistas expostos a silica e
a formaldeido comparados aos nao-tabagistas. Em relagdo a estudos com mucosa oral,
observa-se aumento de MN em pacientes que mastigam o fumo em relagdo aqueles que
tragam (143). Quanto a idade, também ha controvérsias na literatura; enquanto algumas

pesquisas mostram aumento de MN, outras ndo encontram diferencas.
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2.2.1.Histoérico dos Micronucleos

Os ensaios com MN foram utilizados pela primeira vez em 1959, por Evans
et al (144), em experimentos de radiagao de raizes, no inicio da década de setenta, apos,
Schmid e colaboradores utilizaram em estudos com medula éssea in vivo. Desde os anos
oitenta, utiliza-se a formacao de MN na medula éssea para identificar contaminacdes por
agentes quimicos. (145) e em plantas para monitorizagdo ambiental (146). Em 1982, Stich
et al (147) utilizaram pela primeira vez a técnica em humanos, esfoliando células da
mucosa oral; tais autores postularam que a técnica pode ser usada para avaliagcdo de
efeitos da genotoxicidade em qualquer tecido onde ha esfoliagdo; com esse objetivo,
desenvolveram-se estudos com células provenientes de varios 6rgaos, entre eles, figado,
bexiga, cérvice, brébnquios e esbfago (136). Por muitos anos, MNs foram usados para
biomonitorizacdo de genotoxicidade de agentes carcinogénicos; nas ultimas décadas vem
sendo considerado como biomarcador de dano cromossémico, instabilidade gendmica e

risco de cancer (148,149).

2.2.2.Causas de formacao de MN

Existem diversas causas para formacdo de micronucleo, como podemos
observar na Tabela | A formagao espontédnea em individuos saudaveis geralmente deve-
se a exposi¢cao ambiental; as outras causas relacionam-se principalmente a presenca de
inflamacgao crbnica, quimioterapia ou condi¢cdes pré-neoplasicas; infeccbes e deficiéncias

nutricionais também podem levar a formacao de MN.

Diversos estudos vem sendo realizados em grupos com lesdes
paraneoplasicas ou neoplasicas; geralmente utilizando células coletadas diretamente dos
tecidos afetados. Desai et al (150) compararam a taxa de MN em pacientes com
diferentes lesdes orais pré-cancerigenas, encontrando aumento aproximado de 6 vezes
no numero de MN; Mandard et al (151) examinaram células da mucosa oral de pacientes
com cancer de trato digestivo alto, os quais apresentavam o dobro de MN; Chakrabarti e

Dutra (152) examinaram células do colo uterino de pacientes com displasia, que também
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evidenciou aumento do numero de MN; em diferentes graus de lesbes de mama
observou-se aumento de MN proporcionalmente a gravidade da lesdo, podendo utilizar a
técnica para biomonitoramento de alteragdes pré-malignas (153); Ramirez et al (154)
avaliaram células orais de pacientes em tratamento para cancer de tireoide e encontraram
aumento de MN n&o estatisticamente significativo, mas novos estudos vem sendo
realizados com base nesses dados; Hofseth et al (155) demonstraram pequeno aumento
nao significativo estatisticamente do numero de MN em pacientes com cistite, no entanto,
os autores consideram que o uso concomitante de anti-inflamatorios prejudicou os
resultados. Alguns autores também utilizam MN para monitorizagado pos-radioterapia de
carcinoma de nasofaringe (153). A relagdo entre a carcinogénese e a fungdo de MN é
sustentada por diversos autores, principalmente apds haver a comprovacao de que o uso
de agentes protetores (como por exemplo, vitamina A e betacaroteno) mostrou diminui¢gao
do numero de MN. (156)

Tabela 1 - Causas de formacgdo de microntcleos de MN

Categoria Etiologia Explicacdo possivel
Espontaneo Pessoas saudaveis Exposicdo ambiental,
alimentacao

Inflamacgdo crdnica Cigarro, formaldeido, doenca de Alteracdo mitética, dano de
Crohn radicais livres

Genotoxicidade Pesticidas, anti-neoplasicos Dano direto ao DNA

Quimioterapia Pacientes com cancer Dano direto ao DNA

Radiacdo Pacientes pods -radioterapia Dano direto ao DNA

Doenca pré -neopldsica  Fibrose oral, neoplasia intra-epitelial ~ AberragGes cromossOGmicas,

cervical instabilidade genética
Neoplasia Carcinomas (cervical, oral, mama, Danos ao DNA, instabilidade
cdlon) genética
Doenca genética Sindrome de Down, Xeroderma Aberragdes cromossdmicas,
pigmentoso instabilidade genética
Infeccioso Infeccdo por HPV, clamidia Mecanismo desconhecido
Metabdlico Deficiéncia de vitamina, anemia Alteracdo na sintese do DNA

megaloblastica
Traduzido de Micronucleus and Its Applications (138)
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Estudos com células da bexiga em pacientes com esquistossomose
mostraram aumento de MN, o que deve-se ao fato de o parasita causar intensa
inflamacao vesical; alem disso, a eliminacdo do parasita com praziquantel reduziu o
numero de MN (157).

Devemos, contudo, ser cautelosos no diagnostico baseado apenas na
presengca de MN, ja que individuos saudaveis podem apresenta-los, motivo pelo qual
diversos estudos buscam quantificar qual seria o numero basal de MN. (138)

Alguns autores avaliaram doengas causadas por deficiéncia no reparo do
DNA, como ataxia-telangiectasia, sindrome Bloom, xeroderma pigmentoso; em todos eles,

individuos com defeito homozigotico apresentavam taxas maiores de MN.
2.2.3. Uso do MN para monitorizacdo ambiental e ocupacional

O teste de MN é simples e rapido, podendo facilmente ser utilizado para
monitorizarao in situ de trabalhadores expostos a substancias genotoxicas e para avaliar o
efeito ambiental das genotoxinas; podendo também ser util para estabelecer os limites
humanos de exposi¢éo a tais substancias (136). O primeiro relato do uso de MN para tal
fim data do final da década de noventa, quando Loomis et al (158) avaliaram células do
epitélio brédnquico de trabalhadores expostos a uranio, mas nao encontraram diferenca
entre expostos e ndo -expostos. Apds os primeiros estudos, comegou-se a utilizar
linfocitos, células do epitélio vesical, oral e nasal ainda com resultados pouco elucidativos;
com o aprimoramento da técnica e crescente numero de pesquisas, iniciaram os achados
positivos, que correlacionavam o tempo de exposigao e as substancias genotdxicas com o
aumento de formacado de MN no epitélio (159). Assim, atualmente, utiliza-se a técnica
para avaliacdo de diversas substancias, entre elas, formaldeido, arsénico, uranio, cromo

(industria couro calgadista), pesticidas, quimioterapicos (136).

2.3. Ensaios de genotoxicidade em células nasais

O uso de células nasais para deteccdo de genotoxinas no ar € promissor,
uma vez que essas sao o primeiro contato do organismo com os agentes toxicos.

Nos estudos com células nasais, utilizam-se, principalmente, duas técnicas:

cometa e micronucleo. A técnica cometa (single cell gel electrophoresis) baseia-se na
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determinagdo da migracdo do DNA no campo elétrico, € cara e despende muito tempo
para ser realizada. (160). Os micronucleos sao corpos extracelulares contendo DNA, que
podem ser avaliados microscopicamente (133). Enquanto o cometa reflete a mudanga no
DNA, que desaparece apos processos de reparo, os MNs representam a persisténcia de
aberragbes cromossOmicas, provenientes de defeitos na segregacdo ou no reparo do
DNA. Ao contrario da técnica cometa, o MN é um ensaio rapido e facil de ser realizado. A
realizacdo das duas técnicas na mesma amostra permite potencializar os resultados de
avaliagdo da genotoxicidade e carcinogénese (161). As consequéncias dos achados de
ambos ensaios ainda ndo estdo totalmente elucidadas; no entanto, estudos recentes
mostram que o aumento de MN em linfécitos sdo associados a aumento do risco de
cancer. Contudo, alguns autores nao encontraram associacdo de MN em células
esfoliativas e cancer. (162)

Estudos com a técnica cometa, comparando a migragao entre células do
corneto médio e do corneto inferior, mostrou que as primeiras sdo mais sensiveis para a
avaliagéo (163) .

Atualmente, encontramos alguns estudos com cometa avaliando o dano de
DNA por poluentes em tecido nasal em humanos (144); em trabalhos com asmaticos e
nao asmaticos, o dano aparece na célula nasal, mas nao nos leucocitos (164). Dessa
maneira, especula-se que a hiperreatividade do epitélio nasal possa prevenir efeitos
sistémicos dos poluentes, sendo as células de pacientes asmaticos mais suscetiveis a

danos genéticos.

2.3.1.Anatomia, morfofisiologia e histologia do nariz e mucosa humanos

O conhecimento anatomofisiolégico nasal permite a melhora compreenséao
da utilizagao da técnica de micronucleo em células da mucosa nasal.

O nariz é a porgéo inicial das vias aéreas. A conformacé&o das fossas nasais,
ladeadas pelos cornetos, promove turbilhonamento do ar, permitindo que o mesmo seja
aquecido e umidificado, a filtracdo é papel das vibrissas vestibulares; aproximadamente
20% do ar inspirado é deslocado para a area olfatéria na porgado superior do nariz,
possibilitando que o individuo reconhega os odores. As cavidades nasais, exceto no
vestibulo, sdo cobertas por mucosa que se liga firmemente ao peridésteo e ao pericondrio

e se continua revestindo os seios paranasais. O epitélio da mucosa nasal varia de acordo
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com a regiao analisada, sendo estratificado pavimentoso na regido anterior e cilindrico
com células vibrateis na regido posterior. O vestibulo € coberto por epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado sobre a lamina prépria que contem glandulas sebaceas,
sudoriparas e vibrissas; tal epitélio estende-se ate a extremidade anterior da concha
inferior, onde inicia gradual transformacgéo até apresentar-se como epitélio respiratério
(pseudoestratificado cilindrico ciliado com células caliciformes).

A produgdo do muco nasal é feita por: 1- glandulas nasais: serosas,
mucosas e mistas, as serosas produzem glicoproteinas que, quando em contato com a
agua, formam o muco; 2- células caliciformes: responsaveis pela produ¢ao da maior parte
das secregcdes dos seios paranasais. A propor¢cao de células ciliadas e caliciformes
aumenta quanto menor o contato com ar, portanto sdo encontradas em maior numero em
direc&o a rinofaringe.

A regiao olfatéria corresponde ao tergco superior da cavidade nasal, onde
encontramos as células receptoras olfatérias, cujos axdnios constituem o nervo olfatoério.

A cavidade nasal € o sitio inicial de injurias induzidas por irritantes gasosos.
A camada de muco tem uma importante fungdo promovendo uma cobertura viscosa que
permite a deposicdo de particulas inaladas. No muco também existem importantes
mecanismos imunolégicos de defesa: IgA é encontrada em quantidades abundantes,
atuando como primeira linha de defesa contra agentes infecciosos do trato respiratério,
inibindo a adesao de microrganismos a superficie celular; IgG atua em conjunto com a
IgA contra infec¢des bacterianas; lisozima destr6i membranas celulares de organismos
Gram-positivos; lactoferrina inibe o crescimento bacteriano por deplecédo do ferro;
interferon inibe a replicagao viral e estimula a atividade de macrofagos. Além disso, na
mucosa também encontramos grande numero de outros agentes imunoldgicos nao

especificos, como macréfagos, eosindfilos e neutrofilos. (116)

2.3.2. Técnica de micronucleos em células nasais

A utilizacdo de técnicas de MNs a partir do raspado de mucosas é uma
técnica barata e simples, quando comparada a técnica original que utiliza culturas
celulares. A aplicacdo da técnica é considerada como forma de medir os danos em
tecidos especificos através da observacao da frequéncia de anormalidades nucleares,

uma vez que o epitélio estd em constante contato com agentes ambientais. As células
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epiteliais refletem as anormalidades citogenéticas das células da camada basal (162); no
entanto ainda ndo temos total conhecimentos destes efeitos na carcinogénese (148).

Ao se avaliar os estudos com MN em humanos, observa-se que a técnica
ainda é pouco utilizada; a maioria deles estuda os efeitos de substancias toxicas,
principalmente o formaldeido. E importante salientar que as condigdes experimentais
entre os estudos s&o bastante variaveis., inclusive com diversidade quanto ao numero de
células observadas: de 50 (147) até 3.000 células observadas por lamina. (136). Existem
também diferencas nas formas de armazenamento, processamento e coloracdo. A
maioria dos ensaios utilizam corantes especificos de DNA, como por exemplo, Feulgen,
Laranja de Acridina e DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), outros utilizam Giemsa ou
Papanicolau, corantes DNA-nao-especificos (133,162).

Feulgen é uma técnica de coloragao que identifica seletivamente o DNA em
amostras celulares, sendo a mais indicada quando se objetiva a quantificacdo de DNA
(165) . A amostra é submetida a hidrolise com acido cloridrico, reagente de Schiff,
desidratagdo com etanol e xileno; o DNA mostra-se vermelho e o fundo, esverdeado em
microespectrofotdmetro (166).

Laranja de acridina € um corante DNA-seletivo fluorescente util para a
determinacdo do ciclo celular, necessitando 0 uso de microscopia de epifluorescéncia.
DAPI é um corante fluorescente que se liga fortemente a regides especificas do DNA,
utilizado na microscopia de fluorescéncia.

O corante Giemsa ¢é utilizado em citogenética, principalmente para analise
de caridtipo e aberragdes cromossémicas; € especifico para o grupo fosfato do DNA
(162). A coloragao de May-Grunwald/Giemsa (MGG) vem sendo bastante utilizada para a
identificacdo de MNs, pois tem custo mais baixo que a técnica de Feulgen e possibilita
boa visualizagdo do nucleo. (167). Contudo, por ndo ser DNA especifica, esta coloragao
implica um risco elevado de falso-positivo, exigindo avaliacdo de laminas bastante
criteriosa e analise em duplicata.

O Papanicolaou também permite a visualizagdo dos MNs, ainda que seja
uma coloragdo menos especifica.

Por ser uma técnica usada ha poucos anos, alguns autores apresentam

taxas variaveis de MN mesmo em individuos do grupo controle (168).
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2.4 As alteragdes nucleares

Através da técnica de MN é possivel avaliar diversas alteracoes
cromossémicas que ocorreram durante a divisdo nuclear pela presenca de MNs, brotos
nucleares (BUDs ou broken eggs) (133), células binucleadas, células cariorréticas e

células carioliticas. (Figura 1)

2.4.1.Micronucleos (MNs)
Caracterizam-se pela presenga de nucleo principal € pequena estrutura
denominada micronucleo, que tem diametro menor que um terco do didmetro do nucleo

principal, com a mesma intensidade de coloragao. (147)

2.4.2. Brotos nucleares (BUDs)

As células com brotos nucleares (BUDs) contém um nucleo apresentando
uma constricdo fortemente aparente, apresentam a mesma forma e coloragdo do nucleo
principal, entretanto, seu didmetro pode variar da metade a um quarto do tamanho do
nucleo principal (170).

Os mecanismos que levam a formagdo de BUDs ainda nao sao
completamente elucidados, mas sugere-se que represente um processo ativo de
eliminagdo do DNA resultado de amplificagdo génica ou ainda, envolvido em mecanismos
de reparo; podendo ser considerados marcadores de instabilidade gendmica, assim como
os MN (147).

2.4.3. Células binucleadas
Células binucleadas apresentam dois nucleos principais, geralmente com o
mesmo tamanho e coloragéo, sugere-se que indique falhas na atuagéo do fuso mitético

durante o processo de divisao celular (134, 170).

2.4.4. Nucleos com cromatina condensada

Os nucleos apresentam padrao grosseiramente estriado no qual a cromatina
apresenta-se intensamente corada; € possivel observar que a cromatina esta agregada
em algumas regides do nucleo (169). Acredita-se que representem estagios precoces de

apoptose.
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2.4.5. Células em processo de cariorrexe

Cariorrexe (do grego, karyon = "kernel, semente ou nucleo", e capsulorrexe-
= "rebentamento") € a fragmentagéo nuclear, como resultado, principalmente, de necrose
celular; apresentam nucleos com agregacao da cromatina. Sugere-se que estas células
podem estar passando por uma fase tardia de apoptose; geralmente precedido por
picnose e seguido por cariolise, pode ocorrer como um resultado de apoptose,

senescéncia, ou necrose (134).

2.4.6. Células com nucleo picnético

Picnose (pyknono, do grego, "engrossar ou condensar"), ou cariopicnose, &
a condensagao de cromatina irreversivel de uma célula ao sofrer necrose ou apoptose; as
células apresentam apenas um pequeno nucleo com alta densidade, corado de forma
uniforme, com didmetro de um a dois tercos do tamanho de um nudcleo de células
diferenciadas normais. O significado biolégico e o0 mecanismo de sua formagdo séao

desconhecidos (170).

2.4.7. Células em caridlise

Células carioliticas sdo aquelas em que os nucleos nao apresentam DNA, o
nucleo dissolve-se em corpos apoptéticos, visualmente mostrando-se com pouca ou
nenhuma coloragao, geralmente precedido por cariorrexe; como resultado de necrose e

de apoptose. (170). Provavelmente representam estagio avangado de morte celular (162).
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Figure 1 - Nuclear abnormalities that may be found in the basal epithelial cell
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Adapted from Thomas et al.(170)
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4. Argumentos

Atualmente, estima-se que 2% da populagdo mundial seja portadora de
rinossinusite crénica com polipose nasossinusal; a doenca causa grande impacto no dia-a-dia do
paciente, e sabe-se que 0 tratamento adequado, clinico e/ou cirurgico, traz melhora
importante na qualidade de vida. Diversas teorias tentam explicar a formagdo de pdlipos
nasais, entretanto, nenhuma conseguiu esclarecer a totalidade dos eventos envolvidos na
fisiopatogenia da doenca; pesquisas atuais demonstram que diferentes danos celulares
podem ser encontrados em células nasais, desde rupturas fisicas de membrana até danos
moleculares e citogenético. Dessa forma, as pesquisas demonstram que o uso de
biomarcadores para avaliagdo de danos celulares, ja bem estabelecido em pesquisas de

avaliagao de poluicdo ambiental, eh util para investigar genotoxicidade localmente induzida.

Nao ha na literatura estudos que avaliem a presenca de MNs em pacientes com
polipose, no entanto, diversos trabalhos vem demonstrando que pacientes portadores de PN
podem ter alteragdes no DNA celular; assim, entendemos que a avaliagcdo dos danos teciduais
pode ser utilizada na melhora do entendimento da patogénese da polipose e, consequentemente,
do manejo terapéutico da mesma, visando melhora da qualidade de vida do paciente portador da

doenca.
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5. Objetivos

5.1 . Objetivo Geral:

Avaliar a presenca de danos ao DNA de células do epitélio nasal em pacientes com

rinossinusite crénica com polipose nasossinusal
5.2. Objetivo Secundario:

Avaliar se ha diferenca entre os danos de DNA em pacientes com rinossinusite

cronica com polipose nasossinusal e em pacientes sem rinossinusite cronica
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6. Materiais e Métodos

6.1. Participantes:

Apds a aprovagao pelo Comité de Etica (CEP / ISCMPA), amostras de swab nasal
foram coletadas de 40 individuos n&o-tabagistas (21 com polipose e 19 sem polipose
nasossinusal) no periodo entre julho e agosto de 2015 no Hospital Santa Clara do Complexo
Hospitalar da Santa Casa de Porto Alegre (Rio Grande do Sul, Brasil). Foram excluidos os
pacientes tabagistas; nenhum paciente se recusou de participar do estudo. Um questionario foi

aplicado apos a coleta da amostra, para avaliacdo da saude do paciente.

6.2.Coleta das amostras:

A amostra foi coletada com um pequeno cytobrush, fabricada comercialmente para
consultérios médicos; a coleta foi realizada pela pesquisadora nos 40 pacientes. As escovas
foram inseridas nas narinas abertas pelo espéculo nasal, até a concha média, onde foram rodados
na cavidade nasal, a fim de obter a maior quantidade possivel de material. Em seguida, os
cytobrushes foram armazenados em tubos Falcon, contendo 3 mL de solugao fixadora de Carnoy
(metanol a 3: 1 de acido acético). Os materiais foram mantidos a fresco (4° C) durante um

periodo maximo de 14 dias.

6.3 Processamento e analise das amostras:

No laboratério, os microtubos foram centrifugados durante 5 minutos, a 19°C, a
1000 rotagbes por minuto (RPM), seguido por 3 lavagens dos peletes, com re suspensao das
amostras entre cada centrifugagdo com 1 mL de solugdo fixadora de Carnoy. Apds a ultima
centrifugagao, foram dispostos 500uL das células por lamina; assim, duas laminas foram feitas
para cada individuo, cada um com aproximadamente 0,5 mL de suspensao de células do material.
A laminas foram coradas pelo seguinte processo, sempre em temperatura ambiente: tratamento
por 1 minuto com etanol 50%; apods: tratamento por 1 minuto em etanol 20%; seguindo-se
lavagem com agua destilada por 2 minutos; apds: foram as laminas foram imersas em solugéo de
HCI 5M (40 ml de HCI e 60 mL de agua destilada); seguindo-se lavagem com agua destilada por 2

minutos e banho em solugdo de Schiff por 80 minutos, sob protecido da luz ambiente; apds
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lavagem com agua corrente por 5 minutos, procedeu-se lavagem com agua destilada por 1 minuto
e banho na solucdo Fast Green a 0,2%; finalizando-se com lavagem em agua destilada por 2

minutos.

Apos a coloragdo, as anadlises foram realizadas de deslizamento com um
microscopio optico a 400X de ampliacao com a adigdo de 6leo mineral. Apenas células basais e
diferenciadas foram consideradas na analise. Duas mil células de cada amostra foram analisados
(mil por lamina) e classificados de acordo com a frequéncia de micronucleos. Os valores sao

apresentados por media + desvio padrao (DP).

6.4. Analise estatistica:

A analise dos dados, mostrou, através do teste de Shapiro-Wilk que as variaveis
distribuem-se dentro da normalidade; assim, aplicou-se o teste t para analisar a associagao entre
as duas variaveis. Consideramos possiveis vieses, que também foram analisados: a analise do
sexo dos pacientes, da presenca de asma e rinite alérgica foram realizadas pelo teste do qui-
quadrado; a idade foi avaliada pelo teste t; € 0 uso de alcool pelo teste exato de Fisher. O nivel de

significancia foi considerado com p< 0.05. As analises foram realizadas no programa Sigma.
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7. Artigo cientifico

Evaluation of DNA damage in the nasal epithelial cells of patients with chronic rhinosinusitis with nasal
polyposis: cross sectional study

Abstract

Introduction: Chronic rhinosinusitis with nasal polyposis (CRSwWNP) is characterized by a
symptomatic inflammation of the nasal mucosa. This is a widely prevalent disease, reaching up to
2% of the world population, considerably affecting the quality of life of the affected individuals.
Currently, it is understood that different factors are involved in its etiology, including the
characteristics of the host. Thus, inflammatory molecular models may assist in determining the
physiopathology of the disease, and guide the appropriate therapy. The micronucleus technique
(MNs) was used to indicate cellular and molecular events; this way, the analysis of DNA damage of
epithelial cells can help better understand the etiology and pathogenesis of diseases, enabling the

planning of strategies for prevention and treatment.

Objective: The objective of this study is to evaluate the presence of DNA damage of nasal

epithelial cells in patients with rhinosinusitis (CRSwWNP) and its association with prognostic factors.

Materials and Method: A cross sectional study, where samples collected from the nasal mucosa of

40 non-smoker patients (21 with polyposis and 19 without nasal polyposis) were analyzed.

Results: An average of 3.690 micronuclei per 1000 cells analyzed (+ 2.165) in patients with
CRSwNP, while patients in the control group showed an average of 1.237 (+ 0.806); (t-test=4.653,
p< 0.001). No difference was observed in the occurrence of AERD (p= 0.310) and presence of

nasal surgery in the last five years (p=0.251).

Conclusion: The presence of MNs seems to be influenced by the presence of CRSwWNP, which

makes it a new possibility to evaluate these patients.

Keywords: nasal polyposis, micronuclei, DNA damage
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Chronic rhinosinusitis with nasal polyposis (CRSwWNP) is characterized by a
persistent symptomatic inflammation of the nasal mucosa and paranasal sinuses with the
formation of nasal polyps (1). It is estimated that 2 to 5 % of the world population carries the
disease (2). Some patients present significant worsening in the quality of life and the CRSwWNP can
be compared to rheumatoid arthritis and diabetes mellitus (3). Currently, it is understood that the
CRSwNP has multifactorial causes, with persistence of inflammation, by dysfunction of the host-
environment relationship, associated with exogenous factors (4). It is known that the appropriate
clinical and/or surgical treatment entails significant improvement in quality of life (5). However,
some patients, for reasons as yet unknown, present frequent relapse and difficult handling. We still
do not know any laboratory resource able to discriminate abnormalities or establish prognoses

associated with the evolution of this disease.

In some diseases of the respiratory tract, such as in asthma and acute viral
bronchiolitis (6), the survey of the micronuclei (MNs) has proven useful for the characterization of
cellular damage. The MNs are biomarkers, which have the ability to demonstrate the occurrence of
events associated with genotoxicity in a cellular and molecular level, and may help better
understand the etiology and pathogeneses of diseases and, consequently, in obtaining prevention
strategies. (7). Therefore, the determination of the occurrence of MNs in exfoliated cells of patients
with nasal polyposis could become a feasible resource for investigation, in case it were capable of

discriminating abnormalities, not evaluated until then (8).

The objective of our study is to determine the occurrence of MNs in exfoliated cells

of the nasal cavity and its association with severity in a series of patients with nasal polyposis.

Materials and Method

A cross sectional study was outlined, controlled by a consecutive sampling
technique in the Otorhinolaryngology clinic of Hospital Santa Clara, Irmandade da Santa Casa de
Misericérdia de Porto Alegre, RS, Brazil. Patients over 18 years old were selected, with clinical
diagnosis of nasal polyposis accompanied in the Service they had consulted in the months of July
and August 2015. Active smoker patients and patients with active infectious status were excluded

from the sample.

The control group was obtained in a convenience sampling process, at the surgical
ward of the institution. Thus, it was basically composed of hospital employees and people
accompanying the patients that accepted to participate in the study. They should not present any
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active disease in the upper respiratory tract, be over 18 years old and, like patients with nasal

polyposis, should meet the same exclusion criteria established.

At a stage prior to material collection, a standardized questionnaire was applied for
evaluating the health of the patient and of the control group.

The technique used for the characterization of cellular damage was the counting of
micronuclei obtained directly from the nasal mucosa. The procedure for obtaining exfoliative
cellular material was performed in a sitting position, by the same researcher, through the
introduction of a cytobrush in the middle meatus region. The material collected was stored in a
fixative Carnoy's solution (3 parts methanol, 1 part acetic acid), and kept at 4° C for a maximum
period of 14 days. In the laboratory, the microtubes were centrifuged for five minutes at 19°C, in a
frequency of 1000 revolutions per minute, followed by three washes, with resuspension of the
samples between each centrifugation. After the last centrifugation, 500uL of cell solution were
prepared per slide, obtaining two slides for each individual, each one with approximately 0.5 mL of
cell suspension of the material. The slides were stained in a sequential fashion: 50% ethanol
(treatment for one minute); ethanol 20% (treatment for one minute); followed by rinsing with
distilled water for two minutes. Afterwards it was immersed in an HCI 5M solution (40 ml of HCI and
60 mL of distilled water); followed by rinsing with distilled water for two minutes and bath in a
Schiff's solution for 80 minutes, under protection from ambient light. It was then washed with water
for 5 minutes and with distilled water for 1 minute followed by bath in a Fast Green solution at
0.2%. The technique was finalized with washing in distilled water for two minutes. The analyses
were performed with an optical microscope to 400x magnification. Only basal and differentiated
cells were considered in the analysis; 1,000 cells were analyzed per slide, quantifying the

frequency of micronuclei. The values are presented by mean + standard deviation (SD).

The normal distribution of the population sampled was confirmed by the Shapiro-
Wilk test. Student's t-test was used for comparison of means and the association between the
variables was determined by the Chi-square test. The adopted significance level was 95%

tTM

(p<0.05). The analyses were carried out in the SigmaPlot' ™ program (version 13, 2012).

All patients signed a written consent form to participate in the research and the
study was approved by the Ethics Research Committee (CEP) of Irmandade Santa Casa de
Misericérdia de Porto Alegre (No. 8064 / 2015).



65

Results:

The sample was constituted by 40 patients who were distributed in two groups
based on the presence of polyposis: group | (21 patients with polyposis) and group Il (19 controls
without nasal polyposis). Both groups were homogeneous in demographics data, except for the

age range (Table 1). All patients and their controls declared themselves as nhonsmokers.

When we compared the count of MNs in the exfoliative material of all individuals
studied, we observed a count approximately three times higher in patients with polyposis. Group |
presented an average of 3.69 + 2.165 MNs per 1,000 cells evaluated, whereas in group Il the
count was 1.237 + 0.806 MNs per 1,000 cells. (Figure 1)

Several factors have been associated with a worse prognosis of nasal disease (1),
among them we can mention the presence of Samter Triad (or Widal Syndrome, or AERD - aspirin-
exacerbeted respiratory disease, characterized by asthma, nasal polyposis and allergy to AAS).
(p=0.310)

When we evaluated the influence of the history of previous nasal surgery in the last

five years, compared to the MNs count, we observed no significant differences (p=0.251).

Discussion

The MNs count in nasal mucosa cells obtained by the exfoliative technique showed
to be feasible, simple and safe in patients with CRSwWNP. The technique enables the direct
evaluation of the target-organ affected (9), which is why several studies are being developed for
different diseases (10). For many years, MNs were used for biomonitoring of genotoxicity of
carcinogenic agents; in the last decades it has been considered a biomarker of chromosomal
damage, genomic instability and risk of cancer (11); more recently its use for evaluation of damage
in the nasal mucosa was initiated by the research of tissular genotoxicity in environmental
monitoring studies (12).

The difference found in the MN count between the two groups, approximately three
times higher in patients with polyposis, point to a higher presence of cellular damage (genotoxicity)
in patients with CRSwNP. Although there are no studies that have evaluated the technique in
patients with polyposis, different authors have demonstrated alterations in the cellular DNA in the
development of many diseases (13). Thus, the findings of our study are similar to literature data,

which show a higher MNs count in the target cells of sick patients, when compared to their controls
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(9). Mandard and collaborators (14) found two times the amount of MNs in the oral mucosa of
patients with digestive tract carcinoma compared to their controls; Chakrabarti and Dutta (15)
related the increase of MNs proportional to the degree of malignancy of the uterine cervix disease;
Herrstrom et al observed increased MNs in blood samples of asthmatic young people (16). The
use of the technique in recent studies shows that MNs can be used in the biomonitoring of several
stages of diseases, among which we can mention screening of genotoxicity, detection of
malignancies, paraneoplastic diseases, and radiotherapy side effects (9). However, the studies
point to the need to find the normal value of MNs in different tissues (17), which would allow the
adequacy and comparison of research data on a global scale.

We were not able to determine any correlation between the factors considered to be
of worse prognosis, such as AERD and history of previous surgery in the last five years, with an
increase in the MNs count in the exfoliative material. We believe that this fact is due to the small
sample size, since several authors have proven the variation in the quantity of MNs in patients in
different stages of evolution of diseases; like a decrease in the number of MNs in bladder cells
after treatment for schistosomiasis (18), MNs decrease after the use of agents considered

protective of DNA, such as beta-carotene and vitamin A (19).

Our study has some limitations. The first is the sample size of the constituent
groups. The inability to determine the differences between the groups, mainly in the prognostic
factors, can derive from a low sample power, leading us to a type Il error. Another issue to be
discussed is the age difference found between the polyposis group and its controls. We cannot
determine the action of this effect; however, the two groups were comprised of patients situated
within the same biological status and, in their majority, by adults of mature or average age,
between 30 and 60 years old, according to the geriatric classification by the WHO. Recent studies
(20,21) suggest an increase in the occurrence of the event in older patients; however, Calderon-
Garciduenas et al (22) have not observed differences in the presence of MNs related to age of
patients. Thus, we understand that larger studies can help understand the importance of age in the
formation of the MNs.

Therefore, we consider that the use of the MNs technique in the exfoliative cells of
the nasal mucosa in patients with CRSwWNP is feasible, safe, simple and does not demand large
laboratory resources, and can easily be performed both in experimental and in clinic scales. We
believe that the differences found in the MN count in patients with nasal polyposis appear as a new
perspective for the evaluation of these patients, who do not have a full understanding about the

development and evolution of the disease.
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Table 1- Population Characteristics

Group | Group Il p

Age 52.57 41.05 0.002°
(years + SD) (+9.79) (+11.93)
Gender

Male 10 9 0.763°

Female 11 10
Rhinitis 14 13 0.826°
Asthma 8 6 0.921°
Alcohol Abuse 1 0 1.000°
Number of MNs /1000 cells 3.690 1.237 <0,001°2
(average + SD) (+2.165) (+ 0.806)

2 t-test; "chi-square test; ° Fisher's exact test

Figure 1: Number of MNs for every 1000 cells
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Casos

MN/1000 cells — Cases — Controls
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Anexos

Anexo A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
“Avaliagao do dano do DNA em células do epitélio nasal de pacientes com rinossinusite

cronica com polipose nasossinusal”

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo de pesquisa. Antes de decidir se quer ou nao
participar, € importante que entenda porque o estudo esta sendo realizado e o que ele vai envolver. Sinta-se
livre para perguntar sobre qualquer coisa se desejar mais informagoes.

QUAL O PROPOSITO DESTE ESTUDO?

Esse estudo pretende avaliar alteragbes na mucosa nasal em pacientes com rinossinusite crénica e polipose
nasal; visando, possivelmente, no futuro, em conjunto com outros estudos, otimizar o tratamento da polipose
nasal.

POR QUE FUI ESCOLHIDO?

Vocé esta sendo escolhido porque tem polipose nasal, e seu médico acredita que vocé possa participar do
estudo.

O QUE ACONTECERA AO PARTICIPAR DO ESTUDO?

Se vocé aceitar participar do estudo, apos a consulta normal serao realizados: questionario com perguntas
relacionadas a sua salde, exame endoscopico nasal e coleta de material nasal (colocagao de pequena escova
para coletar células da mucosa nasal). E importante lembrar que este procedimento é indolor.

QUAIS SAO AS POSSIVEIS DESVANTAGENS E OS RISCOS DE PARTICIPAR DO ESTUDO?

Nao ha nenhum trabalho na literatura atual que mostre as alteragdes na mucosa nasal causadas pela polipose
nasal.

QUAIS SAO OS POSSIVEIS BENEFICIOS DE PARTICIPAR DO ESTUDO?

Um possivel beneficio deste estudo €, no futuro, a melhora do tratamento para polipose nasal. Este estudo
podera ndo trazer nenhuma ajuda direta para vocé, mas pode reunir informacdes valiosas que poderao
ajudar outras pessoas no futuro.

QUEM PROCURAR EM CASO DE EMERGENCIA?

Se precisar de cuidados de emergéncia durante o estudo, por favor alerte 0 médico pesquisador que o esta
tratando neste estudo e informe a sua equipe imediatamente ligando para Dra. Renata Loss Drummond,
telefone 9807.48.38. Se seus sintomas forem graves e o servico de emergéncia nio estiver disponivel ou
nao puder ser alcangado, vocé devera ir ao pronto-socorro mais proximo para ser tratado.

A PARTICIPAGAO NESTE ESTUDO SERA MANTIDA CONFIDENCIAL?

Seu médico vai tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. O prontuario vai permanecer
confidencial. Uma copia deste consentimento informado sera arquivada no prontuario médico e uma sera
fornecida a vocé.

O QUE VAI ACONTECER COM OS RESULTADOS DO ESTUDO DA PESQUISA?
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Os resultados poderao ser publicados, mas vocé ndo sera identificado em nenhum relatério/publicagdo.

CUSTOS

Vocé néo recebera dinheiro por sua participagdo no estudo, como também nao tera gastos adicionais por
participar do mesmo.

QUEM ESTA ORGANIZANDO A PESQUISA?

O estudo esta sendo organizado por médicos otorrinolaringologistas do Hospital Santa Clara.

DANOS RELACIONADOS A PESQUISA

O pesquisador e sua equipe fardo todos os esforgos no sentido de evitar que danos possam resultar deste
estudo.

QUEM REVISOU O ESTUDO?

O estudo foi revisado por um comité de ética para cumprir os padrdes médicos e éticos e o valor cientifico.
Comité de Etica em Pesquisa da Santa Casa de Porto Alegre: (51) 3214.8571

DECLARAGAO - Eu tive tempo para ler e pensar sobre a informacg&o contida neste formulario antes de entrar
para o estudo. O programa proposto foi explicado claramente. Eu concordei voluntariamente quanto a
participagao neste estudo.

Compreendo que a recusa em participar deste estudo n&o ira envolver qualquer perda de beneficios. Também
compreendo que posso retirar meu consentimento e interromper o tratamento a qualquer momento sem
penalidade e sem prejuizo para tratamento futuro ou alternativo neste hospital.

Declaro ter recebido uma copia deste termo de consentimento e se qualquer problema ou questao aparecer
com relagao aos meus direitos enquanto paciente de pesquisa clinica, ou com relagéo a lesao relacionada a
pesquisa clinica, compreendo que devo entrar em contato com:

Médico: Renata Loss Drummond
Telefone: (51) 9807.48.38

Assinatura do responsavel:

Assinatura do médico:

Data: !



Anexo B -Questionario

"Avaliagdo do dano do DNA em células do epitélio nasal de pacientes com rinossinusite crénica

com polipose nasossinusal"

Nome:

Idade:

Profissao:

Diagndstico RSC com polipose - ANO:

QUEIXAS: () OBSTR. NASAL ( )HIPO/ ANOSMIA () SECR. NASAL
( )OUTRAS:
CIRURGIA: ( )SIM ( )NAO
SE SIM, QUANTAS / DATA:
Historia médica pregressa:
( )ASMA () ALERGIA A AAS ( )HAS
( )RINITE ( )b™m ( ) OUTRAS:
MEDICAMENTOS EM USO:
ALERGIAS:
CIRURGIAS:
TABAGISMO: () ATIVO () PASSIVO () NENHUM
SE TABAGISTA: ANOS / CIGARROS POR DIA
Alcool: () SIM ( )NAO

SE SIM, QUANTIDADE/SEMANA:

OBS:
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Anexo C - Aprovagao do CEP

IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO ‘GRBrad ~
ALEGRE - ISCMPA
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Avallagao do dano do DNA em células do epitéio nasal de paclentes com rinossinusite
crdnica com polipose nasossinusal

Pesquisador: Renata Loss Drummond

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 41611615.2.0000.5335

Instituigdo Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.182.661

Apresentacio do Projeto:

item j& avalado e adequado em pareceres anteniores (987.783 e 1.108.617).
Objetivo da Pesquisa:

item | avallado e adequado em parecer anterior (1.108.617).
Avallagdo dos Riscos e Beneficlos:

item |& avalado e adequado em parecer anterior (987.783).
Comentarlos e Consideragdes sobre a Pesquisa:

item j avaklado e adequado em parecer anterior (1.108.617).

Delineamento: descnito em carta ao CEP. Explicado ser um estudo com grupo controle.
Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

item |& avallado e adequado em parecer anterior (987.783).

Recomendagbes:

Este projeto fol novamente discutido em reunido com os relatores do CEP.
Descrito e explicado em carta a0 CEP o delineamento do projeto.

Ainda permanacem aigumas recomendagbes, que solicitamos serem comigidas.

Como |4 estamos no més de agosio, no cronograma consta coleta de dados no més de julho. A coleta s0
pade ser iniciada apés a aprovagio do CEP. Solictamos que seja corigido.

Endorogo: R Prof Annes Dias, 285 Hosp.Dom Vicende Scheser

Balrro: & andar - Centro CEP: 90.020.080

UF: RS Municiplo:  PORTO ALEGRE

Telefone: (5132148571 Fax: (51)3214.8571 Eamall: cep{@santacasa iche.br
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DE MISERICORDIA DE PORTO

ALEGRE - ISCMPA,

Cantiniaigis & Panse 1.102831
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Liermbrar gque o grupd controle necassaraments deve fer TCLE sssinado, ssim como 08 CaS08.

Conclusdes ou Pendénclas @ Lista de Inadequagdes:

Aprovado com Recomendagdes.

Consideracoes Finals a critdrio do CEP:
Apboe reavallagido do protocolo scima descrite, o presente comité nfo enconfrou obices quanio ao
desenvalvimenio do estudo em nossa Instiuigde & poderd ser iniclado a partir da data deste parecer.

Obs.: 1 - O pesquisador respansdvel deve encaminhar & este CEP, Relaténes de Andameants dos Progeios
desenvolvidos na ISCMPA. Relatorios Parcials (pesguisss com duragio superior 4 § meses), Relatbrios
Finalzs (ao término de pesquisa) & 05 Resullados Obbidos {chpda da publicagBo).

2 - Para o Inlcke do projete de pesquesa, o iInvestigedor devera apresentar a chefia do semnvigo (onde sera
reakzada a pesquiss), o Parecer Consubstanciado de aprovagdo do projocolo pelo Comité de Etica

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relachonados:

Tipo Documernts Arquivo ﬁnﬂ.ngan Autar SHuaCEn
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Ciutros CTOnGHIrEmaE. pdf Oe/22015 Aceito
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TCLE / Termos de | TCLE-POLIPOSE docx oaa2Ens Acaito

Azsentimento | 11:5743

Justificativa de
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Custrog confidencialidads. pdf DEMIZ015 Acsito
11:58:37

Cuitros autorizacan chefla pdf 2015 Acsito
11:50:03

Emdoropa: R Prof™ Annes Dias, 285 Hosp. ODom osnie Schesor
Bairna:  § andar - Cenira

CEF: 80.020-050

UF: RE Mumicipio: PORTO ALEGRE
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Anexo D Norma para autores do Clinical Otolaryngology

Disponivel em:
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1749-4486/homepage/ForAuthors.html

Author Guidelines

Clinical Otolaryngology is intended to reflect all aspects of otorhinolaryngology and head and neck
surgery, but in particular its clinical aspects. We welcome contributions under various headings,
each of them having different requirements. Should a contribution be outside these guidelines, they
will still be considered for publication, but the authors are advised to include a covering letter
explaining why they find it difficult to comply with the guidelines. Overall, our aim is to publish
original articles that add to what is already known about clinical aspects of otorhinolaryngology.
Authors should attempt to demonstrate how their contribution does this. Animal and laboratory
studies, as well as case reports, are advised to be submitted to alternative journals.

There is no charge for illustrations in colour.

Ethical policies of Clinical Otolaryngology

The ethical policies of Clinical Otolaryngology have been adapted (with permission) from the
guidelines published by Blackwell Publishing Ltd" and the guidelines adopted by the British Medical
Association.? In the opinion of the editors, these represent stringent and careful policies for a
leading medical journal. Submitted work must comply with these policies, which are also based on
the Committee on Publication Ethics (COPE) guidelines on good publication and comply with

their Code of Conduct.

AUTHORSHIP

All authors must fulfil the following three criteria:

* Have made a substantial contribution to research design, or the acquisition, analysis or
interpretation of data;

» Have drafted the paper or revised it critically;

» Have approved the submitted and final versions. An author may list more than one contribution,
and more than one author may have contributed to the same element of the work. E.g. ‘A
performed the research, A and C analysed the data and wrote the paper, E contributed the
knockout mice for the study and G designed the research study and wrote the paper’.

ETHICS APPROVAL FOR PAPERS SUBMITTED TO CLINICAL OTOLARYNGOLOGY
The Editors aim to ensure that all articles published in Clinical Otolaryngology (hereinafter called
‘the journal’) meet internationally accepted ethical standards. To achieve this, we evaluate the
ethical aspects of submitted work that involves human or animal subjects. We require that authors
submitting a paper provide the date, approval number or code and or name of the approving
committee on all work submitted to the journal.

There may be some exceptions (for example retrospective reviews of anonymised clinical records)
in which case a letter from the relevant ethics committee (translated into English if necessary)
stating that ethical permission was not required must be included.

If ethical concerns are raised, we will require full disclosure of ethical aspects of a study (such as



79

copies of the consent forms or animal care certification) and we may, at our discretion conduct a
formal or informal ethical review of the study whether or not it meets acceptable standards for
publication. Results of this review may be shared with the authors, and if concerns are identified
they will be passed along to the authors’ institution(s).

Editorial appraisal of ethical issues goes beyond simply deciding whether human subjects in a
study gave fully informed consent, although this is one very important issue to consider. The
Editors will judge whether the overall design and conduct of each piece of work is morally
justifiable. If a study is deemed unethical, it will be rejected whether or not the findings were judged
to be of importance.

Patient confidentiality and consent to publication

The journal requires that authors use the BMJ guidelines on patient consent to
publication:http://resources.bmj.com/bmj/about-bmj/advisory-panels/ethics-committee/.
Manuscripts concerned with human studies must contain statements indicating that informed,
written consent has been obtained, that studies have been performed according to the Declaration
of Helsinki, and that the procedures have been approved by a local ethics committee.
Images of, or information about, identifiable individuals: it is the author's responsibility to obtain
consent from patients and other individuals for use of information, images, audio files, interview
transcripts, and video clips from which they may be identified. To ensure we have the rights we
require authors must obtain explicit written consent from the individual and provide that to us.
» If the person is a minor, consent must be obtained from the child’s parents or guardians.
« If the person is dead, we consider it essential and ethical that you obtain consent for use from the
next of kin. If this is impractical you need to balance the need to use the photo against the risk of
causing offence. In all cases ensure you obscure the identity of the deceased.
« If using older material, or for material obtained in the field, for which signed release forms are, for
practical purposes, unobtainable, you will need to confirm in writing that the material in question
was obtained with the person’s understanding that it might be published.

Animal work

Manuscripts describing studies involving animals should comply with local/national guidelines
governing the use of experimental animals and must contain _a statement indicating that the
procedures have been approved by the appropriate regulatory body.

Authors are expected to comply with the ARRIVE guidelines for reporting research
(www.nc3rs.org.uk/ARRIVE) before submission of a manuscript. While the guidelines refer to
animal experiments, most of the elements are common to all forms of research communication and
adherence will strengthen the transparency and completeness of reporting.

Defining Ethnicity

Ethnicity and culture are socially determined variables of limited use in biological research, though
they are useful in health services research. All the variables are confounded by socioeconomic
status. Try to use accurate descriptions of race, ethnicity and culture rather than catch all terms in
common use. In the Methods section of research papers, describe the logic behind any ethnic
groupings used. It is best to present a range of information including the following:
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» Genetic differences;

« Self assigned ethnicity, using nationally agreed guidelines;

» Observer assigned ethnicity;

» Country or area of birth (participant’'s own, or parents’ or grandparents’, if applicable);

* Years in country of residence;

* Religion.

Reporting Clinical Trials Conducted by Pharmaceutical Companies

Relying on published trials alone can provide a biased view of effectiveness and safety when
assessing medical interventions. Therefore, all trials should be deposited in a Clinical Trials
Registry such as:

* hitp://www.anzctr.org.au

* http://www.clinicaltrials.gov

* http://isrctn.org

* hitp://www.trialreqgister.nl/trialreg/index.asp

* hitp://www.umin.ac.jp/ctr

Publications must include the registration number and name of the trial register. Note that
registration can be obtained retrospectively if necessary.

Please ensure that clinical trials sponsored by pharmaceutical companies follow the guidelines on
good publication practice. These guidelines aim to ensure that such trials are published in a
responsible and ethical manner. The guidelines cover companies’ responsibility to endeavour to
publish results of all studies, companies’ relations with investigators, measures to prevent
redundant or premature publication, methods to improve trial identification and the role of
professional medical writers.

Role of professional medical writers in peer-reviewed publications

Please ensure that you follow the guidelines by the European Medical Writers Association on the
role of medical writers.? The guidelines emphasise the importance of respecting widely recognised
authorship criteria, and in particular of ensuring that all people listed as named authors have full
control of the content of papers. The role of professional medical writers must be transparent.
Please name any professional medical writer among the list of contributors to any article for the
journal (not only original research papers), and specify in the acknowledgments and statement of
competing interests for the article who paid the writer. Writers and authors must have access to
relevant data while writing papers. Medical writers have professional responsibilities to ensure that
the papers they write are scientifically valid and are written in accordance with generally accepted
ethical standards.?

DISCLOSURE AND COMPETING INTERESTS STATEMENTS

Authors are required to disclose financial interests in any company or institution that might benefit
from their publication. A competing interest exists when a primary interest (such as patients’
welfare or the validity of research) might be influenced by a secondary interest (such as financial
gain or personal rivalry). It may arise for the authors of the journal article when they have a
financial interest that may influence their interpretation of their results or those of others. Financial
interests are the easiest to define and they have the greatest potential to influence the objectivity,
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integrity or perceived value of a publication. They may include any or all, but are not limited to, the
following:

* Personal financial interests: Stocks or shares in companies that may gain or lose financially
through publication; consultant fees or fees from speakers bureaus other forms of remuneration
from organisations that may gain or lose financially; patents or patent applications whose value
may be affected by publication;

* Funding: Research support from organisations that might gain or lose financially through
publication of the paper;

« Employment: Recent, present or anticipated employment of you or a family member by any
organization that may gain or lose financially through publication of the paper. Any such competing
interest that authors may have should be declared. The aim of the statement is not to eradicate
competing interests, as they are almost inevitable. Papers will not be rejected because there is a
competing interest, but a declaration on whether or not there are competing interests will be added
to the paper;

* Patent rights;

» Consultancy work.

At the time of submission, all authors must complete the Conflict of Interest form available in the
‘Instructions and Forms’ section of the journal's ScholarOne Manuscripts website and ensure that it
reaches the journal's Editorial Office.

All sources of funding must be disclosed in the Acknowledgments section of the paper. List
governmental, industrial, charitable, philanthropic and/or personal sources of funding used for the
studies described in the manuscript. Attribution of these funding sources is preferred.
Examples:

» This work was supported by a grant from the National Institutes of Health, USA (DKxxxx to AB);
* This work was supported by the Crohn's and Colitis Foundation of Canada (grant to AB and CD);
* This work was supported by a grant from Big Pharma Inc. (to AB) and equipment was donated by
Small Pharma Inc. EF received a graduate studentship award from the University of xxxxx.

For papers where there are no competing interests, all authors must include the statement ‘Conflict
of interest: the authors declare no conflict of interest.’

We will also ask reviewers to provide a statement of competing interests.

SERIOUS RESEARCH MISCONDUCT

Very rarely, the Editors may have cause to suspect serious research misconduct, based on
comments received or his/her own review of a paper. In this case, the article in question will be
held in abeyance until this matter is resolved. The Editors will contact authors and any appropriate
third party to ascertain whether the grounds for investigation are justified. If serious research
misconduct is discovered, the Editors will contact the authors’ institutions after rejecting the paper.
Despite vigorous peer-review, it is possible that a paper that is fraudulent in some manner may be
published. If this is discovered, it will be retracted and appropriate steps will be taken to notify
readers of the journal, and the authors’ institution. Retractions will include the word ‘Retraction’ in
the title, so that they are identified as such on indexing systems, for example, PubMed.
In any case of serious research misconduct, all authors of such an article may be banned from
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future publication in the journal.

Plagiarism and falsification

The journal carefully scrutinises all papers for evidence of plagiarism and falsified data using
specialised software. Plagiarism can comprise the following:

* Multiple submission (i.e. to several journals at the same time);

» Redundant publication (i.e. when the same data are published repeatedly, especially when
articles contain an unacceptable degree of overlap but some original data, or in the case of the first
time data are published (followed by subsequent redundant publications);

* Self-plagiarism;

» Reviewer misconduct (e.g. a reviewer making use of material obtained during review);

» Changes to authorship after publication due to discovery of guest or ghost authors;

* Deliberate omission of funding or competing interest information.

Manipulation of images

The journal follows the guidelines and procedures established by the Council of Science Editors for
digital imaging data. Please note the following in particular:

* No specific feature within an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced;
» Adjustments of brightness, contrast, or colour balance are acceptable if they are applied to the
whole image and as long as they do not obscure, eliminate, or misrepresent any information
present in the original;

» The grouping of images from different parts of the same gel, or from different gels, fields, or
exposures must be made explicit by the arrangement of the figure (e.g., dividing lines) and in the
text of the figure legend;

» Images will be examined for any indication of improper modifications. The final acceptance of all
manuscripts is contingent on any concerns raised in our review of the figures being resolved.
Responding to institutions and research integrity bodies (eg the ORI)

Where the US Office of Research Integrity (ORI), and other research integrity bodies, request that
the Journals publishes a correction or retraction resulting from scientific misconduct cases, the
Editors will consider this request carefully. If the retraction is accepted by the Editor, the usual
procedure for Retractions will be followed (see above).

Expressions of Concern

The journal publishes Expressions of Concern if the Editor has well-founded suspicions of
misconduct, where they feel that it is sufficiently serious to warrant warning potential readers. The
title of the Expression of Concern will include the words ‘Expression of Concern’. Expressions of
Concern are published on numbered pages (print and electronic) and are listed in the journal's
table of contents. They will cite the original article and be linked to it, so that indexing and
abstracting services are able to identify and link to both the Expression of Concern and the original
paper. Reasons for the Expression of Concern are clearly stated.

HONEST ERRORS — PUBLICATION OF CORRECTIONS
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The journal has a duty to publish corrections (Errata) when errors could affect the interpretation of
data or information, whatever the cause of the error (i.e. arising from author or publisher errors). It
is important to set the scientific record straight. The title of the Erratum will include the words
'Erratum’. Errata are published on a numbered page (print and electronic) and are listed in the
journal's table of contents. They will cite the original article and be linked to it, so that indexing and
abstracting services are able to identify and link to both the erratum and the original paper.
Reasons for retraction are clearly stated.

APPEALS

Decisions on manuscripts or on ethical misconduct are regarded as final; however, we recognise
the right of an individual to challenge our decisions and seek an appeal. For appeals on ethical
issues or on manuscript decisions, contact the Editor-in-Chief, Professor Terry Jones, who will be
given full access to the submitted materials and all correspondence, and will conduct an inquiry
independent of the Editors and Editorial Board and render a final binding decision.

HANDLING EDITORS’ CONFLICTS OF INTEREST AND PUBLICATIONS BY THE EDITORS OR
EDITORIAL BOARD

Editors or Editorial Board members are never involved in editorial decisions about their own work.
Journal editors, Editorial Board members and other editorial staff (including peer reviewers)
withdraw from discussions about submissions where any circumstances might prevent him/her
offering unbiased editorial decisions. When making editorial decisions about peer reviewed articles
where an editor is an author or is acknowledged as a contributor, affected editors or staff members
exclude themselves and are not involved in the publication decision. When editors are presented
with papers where their own interests may impair their ability to make an unbiased editorial
decision, he/she deputises decisions about the paper to a suitably qualified individual.Editors and
members of the Editorial Board disclose their competing interests on an annual basis.

EDITORS’ DUTY OF CONFIDENTIALITY TO AUTHORS

The Editors of the journal treat all submitted manuscripts as confidential documents, which means
they will not divulge information about a manuscript to anyone without the authors’ permission.
During the process of manuscript review, the following people may also have access to
manuscripts:

» Editors and editorial staff of the journal,

» External reviewers, including statisticians and experts in trial methods;

* Third parties (the only occasion when details about a manuscript might be passed to a third party
without the authors’ permission if there is reason to suggest serious research misconduct—see
above);

* Third parties invited to write an Editorial Commentary on a paper.
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Prior to acceptance there is no requirement to inform an Editorial Office that you intend to publish
your paper OnlineOpen. All OnlineOpen articles go through the journal's standard peer-review
process and will be accepted or rejected based on their own merit.

Accepted Articles

This service ensures that accepted ‘in press’ manuscripts are published online soon after
acceptance, prior to copyediting or typesetting. Clinical Otolaryngology gives Accepted Articles
status to Reviews, Original Articles and Our Experience correspondence. Accepted Articles appear
in PDF-only format, without the accompanying full-text HTML. Each manuscript is assigned a
Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to be cited and tracked before it is allocated
to an issue. After print publication, the DOI remains valid and can continue to be used to cite and
access the article.

Manuscript Submission

Clinical Otolaryngology receives all manuscript submissions electronically. To submit a manuscript
launch your web browser (Internet Explorer 5 or higher or Netscape 7 or higher) and go to the
JOURNAL'S ScholarOne Manuscripts (formerly known as Manuscript Central) homepage
(http://mc.manuscriptcentral.com/coa).

A Conflict of Interest Form should be uploaded with your manuscript.

If you have any problems with your submission, please contact the editorial office.

Preparation of manuscripts

a. Titles should be brief and include the type of study. See CONSORT guidelines
athttp://www.consort-statement.org and STROBE guidelines at http://www.strobe-statement.org.

b. A short title should be provided.

c. The style of writing should conform to acceptable English usage and syntax. Spellings should be
taken from the Concise Oxford Dictionary of Current English. Authors are advised to use the
terminology recommended by the ISO—IEC, Nomina Anatomica as used in the latest edition of
Gray's Anatomy and WHO list of approved names for drugs.

d. lllustrations. The artwork should be submitted in electronic form. Please save vector graphics
(e.g. line artwork) in encapsulated Postscript format (EPS), and bitmap files (e.g. half-tones) in
tagged image file format (TIFF). Detailed information on our digital illustration standards is
available at http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp

No artwork should be incorporated into text files. Individual figure files should bear a reference
number corresponding to a similar number in the text. References to figures should be by arabic
numerals (e.g. Figure 3) and they should be numbered in order of appearance. The most suitable
place for the figures to be inserted in the text should be indicated. A list of legends for the figures
should be submitted on a separate page. In the full-text online version of the journal, figure legends
may be truncated in abbreviated links to the full-screen version. Therefore the first 100 characters
of any legend should inform the reader of key aspects of the figure.
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Tables should be typed on a separate page and should be given arabic numbers (e.g. Table 3).
The approximate position in the text should be indicated. Units should appear in parentheses in the
column headings and not in the body of the table. Words or numerals should be repeated on
successive lines; ‘ditto’ or ‘do’ should not be used.

e. References in the text must be numbered with superscript in the order of appearance and
should be listed on a separate sheet (doublespaced) at the end of the paper. In the bibliography
references should be quoted as shown.

1. Wright A., Hawkins C.H., Anggéard E.E. et al. (2009) A controlled clinical trial of a therapeutic
bacteriophage preparation in chronic otitis due to antibiotic-resistant Pseudomonas aeruginosa; a
preliminary report of efficacy. Clin. Otolaryngol. 34, 349-357.

2. National Institute for Clinical Excellence (2008). Surgical management of otitis media with
effusion in children; available at: http://gquidance. nice.org.uk/CG60\

The responsibility of checking references rests with the author.

We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference management and
formatting.

f. The name, address, telephone and fax numbers and e-mail address of the author to whom all
correspondence and proofs should be sent must be provided.

g. Online production tracking is now available for your article through Wiley-Blackwell's Author
Services. Author Services enables authors to track their article - once it has been accepted -
through the production process to publication online and in print. Authors can check the status of
their articles online and choose to receive automated e-mails at key stages of production. The
author will receive an e-mail with a unique link that enables them to register and have their article
automatically added to the system. Please ensure that a complete e-mail address is provided when
submitting the manuscript. Visit http://authorservices.wiley.com/bauthor/ for details on online
production tracking and for a wealth of resources including FAQs and tips on article preparation,
submission and more.

h. Wiley-Blackwell will dispose of all hardcopy or electronic material submitted two months after
publication.

Proofs

Proofs will be sent via e-mail to the corresponding author as an Acrobat PDF* (portable document
format) file. The e-mail server must be able to accept attachments up to 4 MB in size. To read PDF
files, you must have Acrobat Reader installed on your computer. This software can be downloaded
(free of charge) from the following Web site:
http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html.

This will enable the file to be opened, read on screen, and printed out in order for any corrections
to be added. Further instructions will be sent with the proof.

Proof corrections should be returned to the Author Corrections Team (bpcorrections@sps.co.in)
within 3 days of receipt.
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EarlyView (Publication Prior to Print)

Clinical Otolaryngology is covered by Wiley’s Early View service. Early View articles are complete
full-text articles published online in advance of their publication in a printed issue. Articles are
therefore available as soon as they are ready, rather than having to wait for the next scheduled
print issue. Early View articles are complete and final. They have been fully reviewed, revised and
edited for publication, and the authors’ final corrections have been incorporated. Because they are
in final form, no changes can be made after online publication. The nature of Early View articles
means that they do not yet have volume, issue or page numbers, so Early View articles cannot be
cited in the traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI), which allows
the article to be cited and tracked before it is allocated to an issue. After print publication, the DOI
remains valid and can continue to be used to cite and access the article.

Categories of contributions and their requirements

Original Articles

* Reports of randomised controlled trials should conform to the CONSORT guidelines for the
international reporting of such trials. See http://www.consort-statement.org

» Epidemiology studies [case controlled, cohort, cross sectional] should conform to the STROBE
guidelines. See http://www.strobe-statement.org

« Titles should include the study design (e.g. prospective case-controlled study)

« Structured abstract of no more than 250 words with the following headings: Objectives; Design;
Setting; Participants; Main outcome measures; Results; Conclusions. Only abbreviations that are in
the list of acceptable abbreviations are permitted in the Abstract.

» Text 2500 words maximum. In the text limit the number of abbreviations of medical/scientific
terminology aiming for no more than 2 such abbreviations. Define the abbreviation (term in full
followed by the abbreviation in parentheses) on the first mention in the next; thereafter, use the
abbreviation only.

» Method section broken down under a series of subheadings covering the aspects detailed in the
CONSORT and STROBE guidelines.

» Method section must include at the beginning an ‘Ethical considerations’ section detailing what
ethical considerations were made or undergone prior to commencing the study.

» Results with missing data can be a considerable source of bias if it exceeds 20%. If this is the
case then serious efforts have to be made to show that such bias is unlikely to exist.

* Results with audiometric outcome data must be reported using the American Academy of
Ophthalmology and Otolaryngology (AAOQO) Committee on hearing and Equilibrium ‘Guidelines for
the evaluation of results of treatment of conductive hearing loss’ (Otolaryngol. Head Neck Surg.
1995; 113, 186-187). This may be modified by the use of 4 kHz rather than 3 kHz. Data to include
the reporting of air-bone gaps in 10 dB bins.

* Discussion section must be structured with subheadings such as: Synopsis of key/new findings;
Strengths of the study; Comparisons with other studies; Clinical applicability of the study.

* Six tables/figures maximum.

» Appendices and additional figures or tables, that will not be in the print edition but will be in the
online edition can be submitted. Such material must be submitted with the rest of the article and
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identified with a prefix S, for example Table S1 or Figure S1
(seehttp://authorservices.wiley.com/bauthor/suppinfo.asp).

« 25 references maximum

* Conflicts of Interest section must declare conflicts of any of the authors or statement ‘None
declared’.

Reviews

» Appropriate where the intention is to update a topic where recent, quality evidence is available, or
where scientific knowledge is rapidly advancing.

* Prior consultation with the editor of a proposed review is recommended via the Editorial Office.

* It is essential for the review to have a clearly defined question.

« Structured abstract of no more than 400 words with the following headings: Background,;
Objective of review; Type of review; Search strategy; Evaluation method; Results; Conclusions.

* Up to five succinct key points in addition to the structured abstract.

* Abbreviations, other than those in our list of acceptable abbreviations, are not permitted in the
abstract or key points.

* In the text limit the number of abbreviations of medical/scientific terminology aiming for no more
than 2 such abbreviations. Define the abbreviation (term in full followed by the abbreviation in
parentheses) on the first mention in the next; thereafter, use the abbreviation only.

» Method section including reviewed source of literature. If electronic search (e.g. Medline)
performed, word/s used and time period of search stated.Methods of review and outcomes of
identified literature stated.

* Text for reviews should not normally exceed 2,500 words. Some flexibility on word count may be
offered, but all reviews must adhere to the same structural requirements.

 Discussion section should be structured with subheadings such as: Summary of main results;
Overall completeness and applicability of evidence; Quality of evidence; Potential biases in review;
Comparison with other reviews; Implications for clinical practice; Implications for research.

* Six tables/figures maximum.

» Supplementary tables/figures can be submitted as detailed in the Original articles section above.
» Audiometric outcomes must be reported as detailed in the Original articles section above.
» ‘Conflicts of Interest’ section declaring conflicts of any of the authors or statement ‘None
declared’.

Correspondence

There are two types of correspondence:

Our Experience

For contributions reporting audit, uncontrolled case series, scientific methods, questionnaire
studies, educational and management issues.

» Such contributions must materially add to rather than repeat the existing literature.

* Titles should include the number of participants (e.g. twenty-two children)

* No abbreviations apart from those on our list of acceptable abbreviations.

* Five succinct key points (and no abstract).
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» Text 1500 words maximum.

» Methods section should have a separate Ethical considerations section at the beginning.

* Discussion should be structured as detailed in the Original articles section above.

* Four figures/tables maximum.

» Audiometric data should be reported as detailed in the Original articles section above.

*» Ten references maximum.

« ‘Conflicts of Interest’ section declaring conflicts of any of the authors or statement ‘None
declared’.

Technical Notes

For contributions reporting technical descriptions which do not report on measures outcomes. Such
contributions must materially add to rather than repeat the existing literature.

* Three succinct points (and no abstract).

» Should contain: Introduction, Technical Description, Discussion.

*Text 1000 words maximum.

» Two figures/tables maximum.

« Six references maximum.

» No abbreviations apart from those on our list.

Letters to the Editor

Priority given to letters that discuss previous articles.

» Text 400 words maximum.

* One table/figure maximum.

* Five references maximum.

* No abbreviations apart from those on our list.

* Ensure that your correspondence article includes the following information: title of
correspondence article; list of author names; author affiliation details; and correspondence author
details, in particular e-mail address.

Offprints

A PDF offprint of the online published article will be provided free of charge to the corresponding
author, and may be distributed subject to the Publisher's terms and conditions. Paper offprints of
the printed published article may be purchased if ordered via the method stipulated on the
instructions that accompany the proofs. Printed offprints are posted to the correspondence address
given for the paper unless a different address is specified when ordered. Note that it is not
uncommon for printed offprints to take up to eight weeks to arrive after publication of the journal.
Free access to the final PDF offprint or your article will be available via author services only.
Please therefore sign up for author services if you would like to access your article PDF offprint
and enjoy the many other benefits the service offers.



