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Nasal polyps; Introduction: Sinonasal polyposis (NP) is a chronic inflammatory pathology of the nasal/para-
Allergy and immunology; nasal cavities which affects from 1%-4% of the population. Although polyps seem to be a man-
HLA-G antigens ifestation of chronic inflammation in both allergic and non-allergic subjects, the pathogenesis

of nasal polyposis remains unknown. HLA-G molecules are a kind of no classic class | antigen
with anti-inflammatory and tolerogenic properties. Little attention has been paid to the role of
HLA-G chronic inflammatory disorders.

Objective: The aim of this study is to investigate the expression of HLA-G in the NP.

Materials and methods: Prospective study involving samples of patients presenting with nasal pol-
yposis that were subjected to the immunohistochemistry technique. After a skin prick test, all pa-
tients were divided into atopic and nonatopic groups and classified as asthmatic or non-asthmatic.
Results: Immunohistochemical staining demonstrated a higher expression of the HLA-G mole-
cule in samples from nonatopic than in those from atopic patients, and was significantly lower
in the non-asthmatic patients.

Conclusion: These results indicate that HLA-G may play an important role in the pathology of
nasal polyposis. Considering the anti-inflammatory properties of HLA-G, this study suggests that
it could reduce susceptibility to atopy and asthma.

© 2014 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Published by Elsevier
Editora Ltda. All rights reserved.

PALAVRAS-CHAVE A expressao do antigeno humano leucocitéario G (HLA-G) em pacientes com polipose nasossinusal
Polipos nasais;

Alergia e imunologia; Resumo ) ) .

Antigenos HLA-G Introducé@o: Polipose nasossinusal (PNS) € uma patologia inflamatodria cronica das cavidades

nasais/paranasais que afeta 1%-4% da populacdo. Embora os pélipos parecam ser uma manifes-
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tacao de inflamacao cronica em ambos os individuos alérgicos e nao alérgicos, a patogénese da
polipose nasal permanece desconhecida. Moléculas HLA-G sao antigenos nao classicos da classe
| com propriedades anti-inflamatorias e tolerogénicas. Pouca atencao tem sido dada ao papel
do HLA-G em doencas inflamatorias cronicas.

Objetivo: Investigar a expressao de HLA-G na PNS.

Materiais e métodos: Estudo prospectivo de pacientes com polipose nasal que foram submeti-
das a técnica de imuno-histoquimica. Apos realizarem teste cutaneo, os pacientes foram dividi-
dos em grupos atdpicos e ndo atopicos e classificados como asmaticos ou nao asmaticos.
Resultado: A coloracao imuno-histoquimica mostrou uma maior expressao da molécula HLA-G
em pacientes nao atopicos do que naqueles atopicos e foi significativamente inferior nos pa-
cientes ndo asmaticos.

Conclusé@o: Os resultados indicam que o HLA-G pode ter um papel importante na patologia da
polipose nasal. Considerando as propriedades anti-inflamatodrias do HLA-G, este estudo sugere
que ele poderia reduzir a susceptibilidade a atopia e asma.

© 2014 Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Elsevier

Editora Ltda. Todos os direitos reservados.

Introducéao

A polipose sinonasal (PSN), ou rinossinusite crénica com polipos
nasais, € uma doenca inflamatoria cronica das cavidades nasais
e paranasais,’? afetando 1-4% da populacéo e exibindo nitida
associacao com asma, sensibilidade a aspirina e fibrose cistica.3

Caracteristicamente, pacientes com PSN se apresentam
com obstrucao nasal, rinorreia, hiposmia e reducao na qua-
lidade de vida.3 Embora os pdlipos parecam ser uma mani-
festacao da inflamacao cronica da mucosa dos seios nasais/
paranasais tanto em individuos alérgicos como nao alérgi-
cos, a patogénese da polipose nasal permanece desconheci-
da.>¢ Provavelmente trata-se de uma doenca multifatorial
com diversos fatores etiologicos, e a inflamacao persistente
cronica seja, indubitavelmente, um importante fator, inde-
pendentemente da etiologia.? A inflamacéo cronica da mu-
cosa representa um desafio para o otorrinolaringologista.

O diagnostico de PSN é confirmado por endoscopia nasal
ou por estudo de tomografia computadorizada (TC)." Apesar
do importante impacto na qualidade de vida,’ na literatura
tem sido dada pouca atencao com respeito aos biomarca-
dores envolvidos na patogénese dos polipos nasais e suas
possiveis contribuicdes para o prognostico de PSN.

HLA-G é uma molécula MHC classe | nao classica carac-
terizada por uma limitada expressao nos tecidos (citotro-
foblasto, células epiteliais amnidticas do timo, pancreas e
na matriz ungueal proximal), por um baixo polimorfismo e
também por suas sete isoformas (HLA G1-G7).89 A expres-
sdao de HLA-G é induzida pela interleucina-10 ou pelo gama
interferon, exercendo um efeito imunorregulador negativo,
por inibir a proliferacdo dos linfdcitos T alogénicos, células
natural killer e linfocitos T citotdxicos antigeno-especificos.
Devido a seus efeitos no sistema imune, essa expressao pode
ter consequéncias benéficas e maléficas para o organismo.? 10

Pouca atencao tem sido dada ao papel do HLA-G em
transtornos inflamatorios cronicos e autoimunes, mas evi-
déncias demonstram que a expressao de HLA-G em doencas
cutaneas inflamatorias, inclusive a psoriase e a dermatite
atopica,!! estd associada a um curso clinico mais promis-
sor para a doenca.3? Outro estudo sugere que HLA-G sé-
rico pode ser considerado um biomarcador para pacientes
asmaticos atopicos.'? No cancer, a expressao de HLA-G foi
associada a ocorréncia de metastases.'3

Considerando a pouca compreensao do mecanismo que
deflagra a inflamacao e que prejudica o desenvolvimento de
novos tratamentos para essa doenca, e tendo em vista a im-
portancia da caracterizacdo dos mediadores inflamatodrios
envolvidos na patogénese da PSN, o objetivo desse estudo
foi investigar a expressao de HLA-G na PSN em pacientes
atopicos e nao atdpicos. Nao foram ainda publicados estu-
dos acerca da expressao in situ de HLA-G nas lesoes de PSN.

Métodos

Populacdo em estudo

Trata-se de uma coorte historica com um estudo transversal,
em que foram avaliados 25 pacientes que se apresentaram
com polipose sinonasal, submetidos a cirurgia para ressec-
cao de polipos. Também foram avaliadas cinco amostras de
mucosa normal proveniente do meato médio de pacientes
assintomaticos quanto a atopia que haviam sido submetidos
a rinosseptoplastia. Todos os pacientes passaram por uma
avaliacao otorrinolaringoldgica clinica com endoscopia na-
sal, tomografia computadorizada (TC), prova de funcao pul-
monar (espirometria) e um teste cutaneo antes da cirurgia.
Os estudos de TC no pré-operatorio foram classificados de
acordo com a classificacao de Kennedy, para a avaliacao da
extensdo de pacientes com PSN,'0 e todos foram investiga-
dos para presenca de alergia e historia positiva para asma.
Os participantes foram divididos em dois grupos: pacientes
atopicos (teste cutaneo positivo) e ndo atdpicos (teste cuta-
neo negativo). O teste cutdneo foi realizado com 10 extra-
tos: histamina (controle positivo), solucao salina (controle
negativo), D. pteronyssinus, D. farinae, Blomia tropicalis,
Felix domesticus, Canis familiaris, P. Americana, Asper-
gillus fumigatus e Alternaria alternate. A resposta foi con-
siderada positiva quando se formava um halo 3 mm maior do
que o do controle negativo.

Os pacientes com PSN foram classificados como tendo
historia positiva ou negativa para asma, o que foi confir-
mado pela espirometria. Esse estudo foi aprovado pelo Co-
mité de Etica para Pesquisas, protocolo 0711/11, em 6 de
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fevereiro de 2011. Todos os pacientes assinaram um termo
de consentimento informado para participacao no estudo.
O suporte financeiro para a realizacao deste estudo obtido
através do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnologico (CNPq) e da Fundacao para Apoio a Pesquisa
do Estado de Goias (FAPEG).

Imunoistoquimica

Depois da cirurgia de resseccao, os pélipos foram submeti-
dos a técnica de imunoistoquimica. Seccées com a espessu-
ra de 4 um foram obtidas de amostras incluidas em parafina.
Foi utilizado o sistema de deteccao Universal HRP-Polymer
MACH 4 (Biocare Medical, Concord, CA, EUA). Resumidamen-
te, depois da lavagem das seccoes em salina-fosfato tampo-
nada com saponina 0,1%, as peroxidases endogenas foram
inibidas com o uso de H,0,. Inicialmente, as amostras foram
incubadas com anticorpos especificos ou irrelevantes du-
rante 1 hora a temperatura ambiente, e subsequentemente
com uma solucao contendo MACH 4 Mouse Probe durante 15
minutos. Utilizou-se diaminobenzidina juntamente com um
cromogeno-substrato para obtencao da fixacdo dos anticor-
pos. Os anticorpos monoclonais especificos MEM-G/2 (Exbio,
Praha, Republica Checa) reconhecem a cadeia pesada livre
de todas as isoformas de HLA-G. Um anticorpo anti-desmina
isotipo IgG1 idéntico, que foi corrido simultaneamente com
cada amostra, foi utilizado como controle negativo.

Avaliacao das seccées coradas

As amostras de polipos incluidas em parafina foram coradas
com hematoxilina-eosina-safranina para exame histologico.
0 percentual de infiltrado inflamatorio eosinofilico recebeu
a seguinte pontuacao: 0, sem células inflamatorias; 1 < 25%
de células inflamatorias; e 2, > 25% de células inflamatorias.

A analise imunoistoquimica foi realizada em tecido de
polipo. A imunorreatividade foi pontuada por um método
semiquantitativo de pontuacao, segundo o percentual de
células positivas. Os escores de virada para determinacao
da positividade de HLA-G detectada por imunoistoquimica
foram obtidos pela analise da curva receiver operating cha-
racteristic (ROC). A analise da curva ROC foi efetuada para a
expressao de HLA-G. Este foi o primeiro estudo a demonstrar
a expressao de HLA-G na polipose nasossinusal. Nao existem
referéncias na literatura acerca do valor a ser considerado
como positivo e negativo na curva ROC. Mas como ja foi de-
vidamente estabelecido em estudos sobre diversos tipos de
canceres, qualquer percentual de expressao dessa molécula
tem consequéncias no microambiente tumoral, inclusive na
imunomodulacdo. O objetivo foi calcular a curva ROC; dessa
forma, utilizou-se testes estatisticos de rotina para o esta-
belecimento do ponto de virada para a geracao de maior
sensibilidade e especificidade, embora se saiba que mesmo
uma expressao inferior a 20% de células tem o potencial de
promover efeitos imunomoduladores.

Todas as seccoes foram analisadas sem o conhecimento do
examinador, utilizando um microscopio 6ptico com campos
de grande ampliacao (x400). Foram escolhidos dez campos
aleatorios. Nao foi observada a marcacao das células e de ou-
tras estruturas, bem como de algumas das células epiteliais e
células inflamatorias. Para estabelecimento do percentual de
células positivas, considerou-se a média de células positivas

para HLA-G entre as células epiteliais totais por campo. Em
seguida, calculou-se a média das células positivas para HLA
-G nos dez campos analisados, para obtencao do valor final.

Analise estatistica

A curva ROC de desempenho da coloracao para determinacao
da expressao de virada de HLA-G foi entao tracada. Os esco-
res de imunocoloracao foram comparados com o teste U de
Mann-Whitney, e as correlacoes dos escores de imunocolora-
¢ao foram testados com a analise de correlacao de Spearman.
Foram efetuadas analises comparativas entre os grupos pelo
teste exato de Fisher bilateral. O valor de p inferior a 0,05 foi
considerado significante. Todas as analises estatisticas foram
efetuadas com o programa GraphPadlInstat (versao 5.0).

Resultados

Achados clinicos e epidemiolégicos

Os resultados envolveram 25 pacientes com polipose sinonasal
avaliados por endoscopia nasal e TC para confirmacao da do-
enca. O grupo de pacientes consistiu de 13 (52%) homens e 12
(48%) mulheres com idades entre 35 e 83 (média: 48,8) anos. Os
pacientes foram divididos em dois grupos: o grupo com teste
cutaneo negativo (grupo nao atopico) consistiu de 13 pacientes;
e 0 outro grupo consistiu de 12 pacientes com teste cutaneo
positivo (grupo atopico). Dentre eles, 17 eram asmaticos.

Utilizando a avaliacao por TC, os pacientes foram clas-
sificados de acordo com os critérios de Kennedy et al. para
avaliar a extensao da PSN. Quase todos os pacientes foram
classificados como grau Il.

Expressao de HLA-G

Em seguida ao exame histologico, foi observada coloracao
de HLA-G em células epiteliais e inflamatorias em amostras
de PSN (fig. 1). HLA-G nao foi observado em amostras de
mucosa normal.

Na analise da curva ROC, o ponto de virada para resul-
tados positivos foi > 20% (area sob a curva [ASC] = 0,750;
p = 0,011; IC de 95%, 0,516-0,910). Dessa forma, foi possi-
vel detectar moléculas de HLA-G em nove das 25 amostras
avaliadas (36%).

A expressao de HLA-G em amostras de PSN foi associada
com atopia, asma e presenca de eosinofilia nos polipos.

A coloracao imunoistoquimica demonstrou expressao mais
alta da molécula de HLA-G em amostras de pacientes nao atopi-
Cos, em comparacao com pacientes atopicos (p = 0,028). Entre
as amostras positivas para HLA-G, apenas dois pacientes exibi-
ram atopia (p = 0,0154; RR = 0,2727; IC de 95%, 0,07606-0,9779).

A expressao de HLA-G foi significativamente maior no
grupo de pacientes nao asmaticos (p = 0,005 e IC de 95%,
0,01304-0,6791). Apenas um dos nove pacientes HLA-G+
apresentou asma.

Os pacientes com teste cutaneo positivo tiveram per-
centual mais baixo de células HLA-G+, em comparagao com
pacientes cujo teste cutaneo foi negativo (p = 0,03) (fig. 2).
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Finalmente, comparando a expressao de HLA-G com a
eosinofilia observada na SN, os pacientes positivos para HLA
-G apresentaram eosinofilia mais baixa (fig. 3).

Figura 1 Biopsias de PSN para deteccao da proteina HLA-G. Mi-
crofotografia revelando diferentes categorias de intensidade de
immunolabeling. A, Coloracéo intensa pelas células epiteliais;
B, Coloracao moderada e C, coloracao fraca; D, Expressao de
HLA-G por células imune-inflamatorias; E, Amostra de paciente
PSN-positivo para expressao de HLA-G e F, controle isotipico
(anticorpo irrelevante); G, Amostra negativa para expressao de
HLA-G. Ampliacao original, 10x (B,C e F), 20x (A) e 40x (D e G).

804

Célula positiva para HLA-G (%)

Figura 2 Expressao de HLA-G e positividade no teste cutaneo.
Pacientes com teste positivo apresentaram percentual mais
baixo de células positivas para HLA-G, quando comparados com
pacientes cujo teste cutaneo tinha sido negativo (p = 0,03).
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Figura 3 - Eosinofilia e expressao de HLA-G. Relacao inversa entre
eosinofilia e expressao de HLA-G. Pacientes positivos para HLA-G
apresentaram eosinofilia mais baixa (teste U de Mann Whitney, p
=0,0330; Correlacao de Spearmanr, p = 0,0126).

Discussao

PSN é uma condicao inflamatdria cronica associada a um
substancial comprometimento da qualidade de vida, redu-
cao da produtividade no trabalho e consideraveis despesas
com tratamento médico.”-'4 Apesar de evidéncias oriundas
de pesquisas recentes, que colaboram para uma compreen-
sao mais apurada da fisiopatologia dessa condicao cronica
das vias respiratorias, a patogénese da SNP continua ainda
obscura, sendo aparentemente multifatorial e associada a
diversas condicdes clinicas como atopia, asma, fibrose cisti-
ca, sensibilidade a aspirina e rinossinusite cronica. 17

Um espectro diversificado de alteracoes envolvendo pa-
droes de linfocitos T, perfis de citocinas, producédo de IgE,
microrganismos e disfuncoes do sistema imune deve estar
associado a patogénese da PSN.% 10 Nesse contexto, o pre-
sente estudo avaliou pela primeira vez a expressao de HLA
-G em lesoes de PSN.

Esta analise demonstrou expressao de HLA-G em nove
pacientes com PSN. Nao houve expressao de HLA-G na mu-
cosa normal. Curiosamente, a expressao de HLA-G tendia
a ser significativamente mais frequente em pacientes com
teste cutaneo negativo; ou seja, em pacientes nao atopicos
(p = 0,028). Contrastando com esses resultados, Ciprandi
et al. demonstraram que a quantidade de moléculas de HLA
-G no soro (s-HLA-G) se encontra significativamente aumen-
tado em pacientes com rinite alérgica, mas esses autores
realizaram seu estudo com adultos e criancas alérgicas sem
polipose, e trabalharam com a expressao sérica.'®1? Mais
recentemente, foi ainda uma vez demonstrado que HLA-G
tem sua expressao aumentada em diversas doencas imu-
noldgicas, inclusive asma e rinite alérgica.? Com base nos
resultados contrastantes desse estudo, podemos especular
que a expressao de HLA-G na PSN pode contribuir para a
diminuicao da sensibilidade a atopia em um quadro de PSN
- um fator que agrava a doenca.

Também foi observada uma associacao significativa en-
tre a expressao de HLA-G e a auséncia de asma, o que
pode reforcar a tese de que a sua presenca poderia ser
um marcador para um melhor progndstico da PSN. Embora
tenha sido proposta a hipotese de que HLA-G esteja asso-
ciado a patogénese da asma, esses resultados permanecem
controversos. Zhen et al. sugeriram que sHLA-G poderia
ser considerado um biomarcador para pacientes asmaticos
atopicos; esses autores demonstraram que um aumento
de sHLA-G com diminuicdo dos niveis de IL-10 pode ter
implicacdes para a patogénese da asma atopica.Z%2! Mas
os autores do presente estudoverificaram que pacientes
nao asmaticos e nao atoépicos apresentaram uma expressao
significativamente mais alta de HLA-G . Deve-se levar em
conta que os grupos eram muito diferentes, uma vez que
todos os pacientes no estudo apresentavam PSN, e a presen-
¢a ou nao de atopia e asma sao fatores adjuvantes que podem
agravar a doenca.

Um papel para HLA-G na patogénese da asma foi ainda su-
gerido pela demonstracdo da expressao de uma isoforma soli-
vel de HLA-G, sHLA-G5, em células epiteliais das vias aéreas.??
A localizacao de HLA-G no epitélio das vias aéreas sugere que
sua desregulacao poderia contribuir para a inflamacao das vias
aéreas em casos de asma cronica. Os resultados do presente
estudo sao consistentes com relatos precedentes de Rizzo et
al. sobre a producéo defeituosa de moléculas de HLA-G soluivel
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pelos mondcitos do sangue periférico em pacientes com asma.23
HLA-G poderia regular a atividade inflamatoria das células infla-
matorias encontradas nas vias aéreas asmaticas, influenciando
a sensibilidade a asma através de vias atopicas.

Em termos histoldgicos, os polipos nasais podem ser clas-
sificados como eosinofilicos e nao eosinofilicos. PSN eosino-
filica representa 80-90% dos casos de PSN,23:24 caracterizan-
do-se por edema intenso e pelo acimulo de eosindfilos.2>
Aparentemente, a abundancia de eosinofilos nos polipos na-
sais seria explicada pela maior migracao de eosindfilos para
os tecidos e pelo aumento da sobrevida dessas células,2® mas
0 mecanismo patoldgico pelo qual eles contribuem para a
lesao dos tecidos, para o processo inflamatorio e para a for-
macao de pélipos ainda nao foi devidamente esclarecido.?’

Os eosindfilos podem contribuir para a formacao e cres-
cimento dos poélipos nasais, nao so através da inflamacao,
mas também por exercer seus efeitos na matriz extrace-
lular, inclusive com a estimulacdo da sintese de colageno.
Dentro desse mesmo raciocinio, outro achado interessante
do atual estudo foi a relacao inversa entre eosinofilia e ex-
pressdo de HLA-G.28:29 Pélipos positivos para HLA-G exibi-
ram eosinofilia menos expressiva, quando comparados com
polipos negativos para HLA-G. Esse achado sugere que HLA
-G possui propriedades anti-inflamatorias.

Resumidamente, esse estudo demonstrou, pela primeira
vez, a expressao de HLA-G em PSN. Ela foi significativamen-
te mais elevada em pacientes nao atopicos e nao asmaticos,
sugerindo que HLA-G pode inibir a resposta inflamatoria em
casos de PSN.

Futuras investigacdes permitirao um aprofundamento
nos nossos conhecimentos acerca do papel desempenhado
pela expressao de HLA-G na patogénese da PSN.

Conclusao

Os resultados indicaram que HLA-G pode desempenhar um
papel importante na patologia da polipose sinonasal. Uma
vez consideradas as propriedades anti-inflamatodrias de
HLA-G, os autores sugerem que HLA-G poderia diminuir a
suscetibilidade a atopia e a asma em casos de PSN.
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