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Nasal mucosa; Introduction: Some clinical trials revealed a correlation between increased serum estrogen
Estrogens; and nasal symptoms or inflammatory changes in nasal mucosa. Estrogen receptors tend to be
Immunochemistry controlled by a negative feedback, to avoid a deleterious stimulus over several body functions

while in hyperestrogenic periods. This study proposes a hypothesis where mechanisms regulat-
ing expression of estradiol receptors in nasal mucosa are absent in some patients, and their
concentration remains steady even in periods of high serum hormonal concentration, potential-
ly leading to local estrogenic symptoms in nasal mucosa.

Study design: This was an experimental prospective study.

Aim: To determine whether estrogen levels induce the reduction of the number of estrogen
receptors in the nasal mucosa.

Methods: In the present study, 30 adult male guinea pigs were subjected to a biopsy of the
middle nasal turbinate and received 0.5 mL of estradiol cypionate intraperitoneally for 30
consecutive days. Afterwards, samples from contralateral middle turbinate were obtained. Im-
munohistochemical analysis of estrogen receptors were performed pre- and post-treatment.
Results: The post-treatment group showed reduction of receptor expression when compared to
the pre-treatment group. (p = 5.2726-5).

Conclusion: A reduction in the expression of the nasal estrogen receptor was observed after 30
days of estradiol administration.

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

PALAVRAS-CHAVE A influéncia da administracdo de estradiol nos receptores de estrégeno da mucosa nasal:
Mucosa nasal; estudo experimental em cobaias

Estrogénios;

Imunoistoquimica Resumo

Introducdo: A literatura indica uma correlacao entre estrogénio elevado no soro e sintomas
nasais ou alteracdes inflamatorias na mucosa nasal. Os receptores de estrogénio tendem
a ser controlados por retroalimentacdo negativa, para evitar um estimulo nocivo sobre as
diversas funcdes corporais em periodos de hiperestrogenismo. Propomos uma hipdtese em
que os mecanismos que regulam a expressao de receptores de estradiol na mucosa nasal
estdo ausentes em alguns pacientes, e a sua concentracdo permanece estavel mesmo em
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periodos de elevada concentracdo sérica hormonal, o que pode conduzir a sintomas locais
na mucosa nasal.

Desenho do estudo: Estudo prospectivo experimental.

Objetivo: Determinar se altos niveis de estrogénio induzem a reducao no nimero de recepto-
res de estrogénio na mucosa nasal.

Material e método: Trinta cobaias foram submetidas a biopsia da concha nasal, recebendo
0,5 ml de cipionato de estradiol por via intraperitoneal por trinta dias consecutivos. Em se-
guida foram obtidas amostras da concha nasal contralateral. As analises imuno-histoquimicas
dos receptores de estrogeno foram realizadas antes e depois da hormonioterapia.
Resultados: O grupo pods-tratamento mostrou uma reducdao da expressao dos receptores
(p = 5,2726-5).

Conclusao: Reducéo na expressao do receptor de estrogénio nasal foi encontrada apos trinta

dias de administracao de estradiol.

© 2014 Associacéo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Elsevier
Editora Ltda. Todos os direitos reservados.

Introducéao

Arinite pode ser classificada em dois grupos: alérgico e nao
alérgico. O grupo nao alérgico inclui rinite hormonal na
qual as alteragdes inflamatorias na mucosa nasal estao
associadas a niveis hormonais elevados, como estados de
hiperestrogenismo ocorrendo durante a gravidez, menstru-
acao ou quando em uso de contracepcao hormonal.'-3

Arinite hormonal tem sido o foco de ensaios clinicos des-
de o século XIX quando varios autores publicaram estudos
correlacionando alteracoes hormonais a sintomas nasais.
Alguns autores*7 realizaram pesquisas experimentais mos-
trando as alteracdes histologicas e histoquimicas na mucosa
nasal em resposta a alteracdes na concentracao de estrogé-
nio no soro.

Vérios ensaios clinicos®'® revelaram uma correlaco
entre aumento do estrogénio no soro e sintomas nasais ou
alteracdes inflamatdrias na mucosa nasal em exames clini-
cos e laboratoriais. Por outro lado, autores como Mabry,!”
Ellegard,'8:19 Bende e Gredmark,2? e Salaroli et al.,2! nao
conseguiram confirmar essa correlagao.

Toppozada et al.2Z-24 observaram alteracées histologi-
cas e histoquimicas na mucosa nasal humana de mulheres
gravidas e daquelas que faziam uso de pilulas anticoncep-
cionais, em comparacao a um grupo de controle. Caruso et
al.'? e Nappi et al.25 observaram que a vagina e o epitélio
respiratorio nasal apresentaram os mesmos aspectos histo-
logicos nas respectivas fases do ciclo menstrual e durante
a menopausa.

Os primeiros receptores de estrogénio a serem descritos,
chamados alfa (RE-alfa) foram isolados por Elwood Jensen
em 1958. Em 1996, Enmark e Gustafsson2¢ descobriram um
segundo tipo de receptor, chamado beta (RE-beta). Teorias
propostas sobre as funcdes fisiologicas dessas duas isofor-
mas envolvem uma acao seletiva de estrogénio em diferen-
tes tecidos.

Assim, pesquisas sobre os dois subtipos de receptores
em uma gama de diferentes drgaos e tecidos tem sido reali-
zadas. O RE-beta foi encontrado em prostata, ovarios, testi-
culos, uUtero, hipdfise, bexiga, pulmao, glandulas salivares,
mucosa oral, timo, glandulas suprarrenais, trato olfatorio,
sistema nervoso central, coracao, rins e células do sistema
imunolégico.Z’ O RE-alfa foi encontrado em concentracdes

mais elevadas no Utero, vagina e mama;28 contudo, poucos
estudos investigam os receptores de estrogénio na mucosa
nasal.

A mucosa das conchas nasais inferiores em mulheres
com rinopatia cronica foi investigada por imuno-histoquimi-
ca para os receptores de estrogénio, tendo sido detectados
no citoplasma de células do epitélio glandular.2%:30 Millas3’
utilizou a imuno-histoquimica para estudar os receptores de
estrogénio alfa e beta na mucosa das conchas nasais infe-
riores de individuos normais. Todos os 11 casos estudados
(cinco mulheres e seis homens) apresentaram receptores de
estrogénio alfa e beta (predominantemente ER-beta) no ci-
toplasma de células do epitélio glandular da lamina propria.
Shirasaki et al.32 observaram receptores alfa nos nicleos
de mastacitos e receptores beta nos nlcleos de células do
epitélio glandular da lamina propria em individuos com ri-
nopatia cronica.

Ainda ha controvérsias sobre o local e a funcdo dos
receptores de estrogénio na mucosa nasal. Millas et al.33
associaram a influéncia dos contraceptivos orais sobre a
distribuicdo e a densidade dos receptores de estrogénio na
mucosa nasal de mulheres e descobriram que as que faziam
uso de pilulas anticoncepcionais apresentavam um ndmero
menor de receptores na lamina propria.

A expressao dos receptores nas células é dinamica e re-
gulada principalmente pela concentracao de seus ligantes
cognatos. Relatos de Jensen e Gorski que descrevem a re-
gulacdo da concentracdo dos receptores de estrogénio ob-
servaram que o tratamento com esse hormonio levou a um
aumento nos receptores citosolicos de estrogénio (RE) com
base na reducédo na ligacdo especifica ao 17-beta estradiol.
Considerando que os receptores sao os fatores determinan-
tes fundamentais da acao de varios hormonios nas células
-alvo e que a evidéncia aponta para uma possivel atividade
do estrogénio na mucosa nasal, o mecanismo de regulacao
para baixo (down-regulation) pode explicar o fato de que,
em geral, as mulheres nao apresentam efeitos hormonais
significativos no nariz quando ha alteracao significativa em
seus hormonios sexuais.

Inversamente, podemos propor uma hipotese em que os
mecanismos que regulam a expressao dos receptores estao
ausentes e sua concentracao continua estavel, mesmo du-
rante uma concentracao hormonal elevada, levando possi-
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velmente a sintomas estrogénicos locais na mucosa nasal.
Nosso objetivo foi verificar se a elevacao nos niveis circulan-
tes de estrogénio influencia a concentracao dos receptores
de estrogénio na mucosa nasal de cobaias.

Materiais e métodos

Foi realizado um estudo prospectivo de amostras da mucosa
nasal de 30 cobaias adultos pesando entre 300 g e 400 g.

Os procedimentos foram realizados de acordo com os re-
gulamentos do Comité de Etica em Pesquisa da Unidade de
Técnica Cirdrgica Experimental e cumpriu as normas previs-
tas na Lei Federal n° 1153/95, bem como os principios éticos
na experimentacao estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA).

Procedimentos

Osprocedimentoscirirgicosforamrealizadoscomanestesiade
125 mg/5 mL de cloridrato de tiletamina e 125 mg/5 mL
de cloridrato de zolazepam em uma dose de 0,4 mL/kg mais
citrato de fentanila + droperidol. As cobaias foram submeti-
das a bidpsia de material colhido da mucosa nasal esquerda
utilizando uma pinca de biopsia, obtendo fragmentos me-
dindo aproximadamente 2 x 2 x 2 mm. Apos a coleta, todos
os fragmentos foram imediatamente imersos em formalina
tamponada a 4% e enviados para processamento histolégico.

As cobaias receberam 0,5 mL de cipionato de estradiol,
solucao estéril, 2 mg/mL (E.C.P.TM, Pfizer) intraperitoneal,
diariamente por 30 dias. As cobaias receberam racao e agua
ad libitum. Apos esses trinta dias de terapia hormonal, as
cobaias foram sacrificadas sob anestesia por injecao de uma
dose letal de cloreto de potassio e submetidas a exposicao e
remocao da mucosa nasal da concha média contralateral ao
local da bidpsia inicial.

Analise imuno-histoquimica

As amostras de tecido foram submetidas a imersao sequen-
cial em formalina tamponada por 1 hora, imersdao em alco-
ol absoluto (seis vezes em recipientes diferentes cada uma
por 1 hora), imersao em xilol (quatro vezes em recipientes
diferentes cada uma por 1 hora) e imersao em parafina
liquida (duas vezes em recipientes diferentes cada uma
por 1 hora). Posteriormente, as amostras foram embebidas
em parafina liquida. Os blocos de parafina dos dois mo-
mentos foram enviados para o Rodent Histopathology Core
do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
de Harvard, Boston, EUA, onde os blocos foram cortados
em pedacos de 4 pm de espessura e montados em laminas
eletricamente carregadas, com cada lamina contendo dois
pedacos. As laminas foram entdo enviadas para o laborato-
rio de patologia do Brigham and Women Hospital, Boston,
EUA, para realizacao do processamento imuno-histoquimi-
co. Nesse procedimento, as laminas foram submetidas ao
processo de desparafinacao por imersao por 10 minutos em
Hemo-De™ (Scientific Safety Solvents, Texas, EUA) seguida
de imersao em seis recipientes diferentes de alcool absolu-
to. O bloqueio da peroxidase endogena foi entao feito por
imersao em uma solucao 30% de perdxido de hidrogénio a

3% e 70% de alcool absoluto. As laminas foram entao lava-
das em agua corrente por 3 minutos.

Foi realizada entdo recuperacao antigénica por imersao
em uma solucao tamponada de citrato pH 6 pré-aquecida a
25° C por 30 minutos. Os cortes foram delimitados utilizan-
do uma caneta Pap Pen™ (SciTek Laboratories). As ldminas
foram deixadas por 1 minuto em um recipiente contendo
500 mL de PBS com 10 mL de BRU 1%. Ap6s remocao dessa
solucdo, o anticorpo primario ndo marcado H222 foi apli-
cado (marcador de RE-alfa e RE-beta) para receptores de
estrogénio em uma concentracao final de 5 pg/mL e sub-
metido a incubacao de um dia para o outro a 4° C em uma
camara Umida. Apos incubagao, as laminas foram lavadas
com PBS para remocao de restos de anticorpo primario e
entdo reimersas em solucao PBS/BRU 1% por 10 minutos.
Os pedacos foram incubados com um anticorpo secundario
Mouse Envision+™ (DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca)
por 30 minutos, lavados novamente com PBS e imersos em
solucao PBS/BRU 1% por 10 minutos. Os cortes foram entao
incubados em uma solucdo de DAB+™ (DakoCytomation), 1
gota por mL de tampéo por 10 minutos; apés remocao da
incubacao, as laminas foram lavadas em agua corrente, con-
trastadas com hematoxilina de Mayer (1,5 minutos), lavadas
novamente, submetidas a agua de Scott (1 minuto) e lava-
das novamente em agua corrente. Os cortes foram entdo
desidratados, secados e montados com laminulas.

As laminas foram analisadas em pares, comparando as
imagens obtidas antes e depois da terapia hormonal por
meio da analise de densidade oOptica relativa (RODTM).

A ROD é um programa de software para avaliacao quan-
titativa da imagem, que estima a quantidade de agregados
solidos em uma Unica imagem bidimensional apos devida
calibragem para uma espessura vertical conhecida (lamina
imuno-histoquimica) (fig. 1). A metodologia reduz a subje-
tividade das observacoes e possibilita a determinacao nu-
mérica do tecido manchado, facilitando a comparacao em
pares. Para cada amostra, 4 laminas separadas pré e pos-
terapia foram avaliadas e o resultado médio foi utilizado.

Figura 1 Estudo imuno-histoquimico de receptores de estrogénio
antes (A) e depois (B) da terapia hormonal (40X).
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Resultados

Os resultados foram comparados utilizando o teste T parea-
do paramétrico (terapia pré e pés-hormonal).

A analise do grupo pareado produziu os resultados expos-
tos na tabela 1.

Os animais 16 e 19 nao apresentaram glandulas em seus
respectivos cortes histologicos, ao passo que as laminas pods-
terapia do animal 23 foram perdidas.

Analise estatistica

O teste t de Student paramétrico foi realizado utilizando os
resultados da ROD das amostras de 19 animais a partir das
laminas pré e pds-terapia. Os grupos eram estatisticamente
diferentes, e o pré-tratamento mostrou um nimero maior
de receptores que o pos-tratamento.

Discussao

Com base nas observacoes clinicas, varios estudos indicam
uma correlacao entre alteracoes hormonais e obstrucao na-
sal. A “rinite hormonal” é citada em varios livros didaticos
de Otorrinolaringologia, e seu mecanismo fisiopatologico
subjacente continua desconhecido.

Varios estudos indicaram a atividade dos hormdnios sexuais
femininos na mucosa nasal. Postula-se que em situacoes de au-
mento dos niveis de hormonio no soro (estrogénio), ha um es-
timulo que aumenta a expressao de seus receptores,34 levando
a alteracoes na densidade e na localizacao desses receptores.

Em nosso estudo, observamos a influéncia da administra-
cao de estradiol sobre a expressao dos receptores de estro-
génio na mucosa nasal de cobaias.

Nesta pesquisa, tivemos que lidar com alguns proble-
mas, incluindo fragmentacao excessiva do tecido no grupo

Tabela 1 Densidade otica dos slides antes e depois do tratamento com estradiol

Antes do tratamento

Depois do tratamento

Densidade Otica

Animais Relativa (ROD) Animais Densidade (ROD)
1 0,146625 1 0,12415
2 0,109225 2 0,133775
3 0,102725 3 0,098925
4 0,176725 4 0,09625
5 0,144075 5 0,114875
6 0,14935 6 0,119275
7 0,1679 7 0,132025
8 0,1308 8 0,10255
9 0,137575 9 0,126675

10 0,1528 10 0,0935

11 0,17205 11 0,11185

12 0,146625 12 0,12415

13 0,109225 13 0,133775

14 0,102725 14 0,098925

15 0,176725 15 0,09625

17 0,144075 17 0,114875

18 0,14935 18 0,119275

20 0,1679 20 0,132025

21 0,1308 21 0,10255

22 0,137575 22 0,126675

24 0,1528 24 0,0935

25 0,17205 25 0,11185
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tratamento pré-estrogénio, que era mais propenso devi-
do a técnica de coleta de tecido utilizada. Coletamos as
amostras com uma pequena pinca de biopsia introduzida
na cavidade nasal. Consequentemente, o local exato
da coleta do tecido nao foi preciso, e 0 mecanismo de acao
do instrumento (segurar e puxar) também pode ter levado
a dilaceracao excessiva do tecido, comprovada nas lami-
nas pela auséncia de continuidade e qualidade. Além dis-
so, essa técnica possibilitou a coleta de apenas pequenas
quantidades de material, reduzindo a qualidade dos cortes
histologicos. O grupo tratamento pos-estrogénio, por outro
lado, apresentou cortes histoldgicos com maior qualidade,
pois as amostras de tecido foram obtidas apds exposicao
cirGrgica completa da cavidade nasal, possibilitando a co-
leta de maiores quantidades de tecido por meio de corte
com uma lamina afiada. Contudo, a fragmentacao do te-
cido ndo comprometeu a representacao das glandulas nas
laminas pré-tratamento, que mostraram um bom nivel de
coloracao imuno-histoquimica.

A adequacéo da coloracao imuno-histoquimica também
pode ser considerada, pois a auséncia de atividade do an-
ticorpo primario (H222, anticorpo nao marcado para os
receptores de estrogénio especificos das amostras das co-
baias) impediu a avaliacao da atividade dos anticorpos, pois
nao foi possivel obter laminas de controle positivas e nega-
tivas. Vale relembrar que o anticorpo H222, especifico para
as amostras das cobaias e fornecendo uma coloracao nao
marcada de receptores de estrogénio, nao mais se encon-
tra comercialmente disponivel. Geoffrey Greene, que de-
senvolveu o anticorpo H222 em associacao com a empresa
Abbott, ofereceu o material utilizado neste estudo.

A reducao significativa dos receptores de estrogénio en-
contrada em animais pds-tratamento sugere a existéncia de
um mecanismo de feedback negativo acionado pelos niveis
hormonais plasmaticos excessivos. Essa relacao € pouco dis-
cutida na literatura no que diz respeito aos casos de al-
teracao hormonal relacionada a reatividade nasal durante
instabilidade hormonal, como nos periodos pré-menstrual,
de gravidez e de menopausa.

A expressao e a estabilidade do receptor de estrogénio
(ER) sao resultado de um processo completo modulado por
estrogénios e antiestrogénios. Essa regulacao parece ser
resultado de dois mecanismos reguladores diferentes. Pri-
meiramente, a exposicdo ao estrogénio leva a uma rapida
queda no nivel de mRNA e das proteinas responsaveis pela
producao de RE. Em segundo lugar, a exposicao ao estrogé-
nio leva a um aumento no nivel estavel de mRNA.3

Esses mecanismos podem nao estar presentes em mu-
lheres com sintomas de rinite hormonal, resultando na per-
sisténcia do nivel do receptor mesmo na presenca excessiva
de estrogénio.

Uma abordagem para determinar o impacto de estrogé-
nio em excesso pode ser feita avaliando o impacto da repo-
sicao hormonal em concentracao de receptor de estrogénio
na mucosa nasal de mulheres apos a menopausa.

Por outro lado, a relacdo negativa entre o estrogénio
utilizado e o nimero de receptores de estrogénio na muco-
sa nasal indica uma possivel utilidade do tratamento topico
na administracao da rinite com um componente glandular
significativo, rinorreia e edema nasal.

Concluséao

Ha uma reducéo significativa na expressao dos receptores
de estrogénio na mucosa nasal de animais que recebem es-
tradiol por trinta dias.
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