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RESUMO

Titulo: Perfil Redox Da Classificacdo Clinica De Polipose Nasal

Introducdo: A polipose nasal (PN) € considerada uma condicdo inflamatoria
cronica da mucosa da cavidade nasal e seios paranasais de etiologia ndo muito
clara. H4 poucos dados sobre alteracdes epiteliais em PN e sua relacdo com a
acao dos radicais livres. Muitas doencas estdo ligadas a danos causados por
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNSS) e ocorrem de um
desequilibrio entre eles e antioxidantes, o que for maior atividade de espécies
reativas, o que chamamos de estresse oxidativo. Objetivo: O objetivo principal
deste estudo € avaliar o estresse oxidativo em polipos removidos cirurgicamente
em 3 grupos de pacientes com polipose nasal (com PN unicamente, PN
associado a asma e PN associado a asma e intolerancia ao acido acetilsalicilico)
a fim de elucidar possiveis diferencas no perfil redox nestes grupos. Material e
Métodos: Cinquenta e nove pacientes com diagndstico de polipose nasal foram
divididos em trés grupos clinicos: um grupo controle PN unicamente, um grupo
asma (PN associado a asma) e um grupo Widal (PN associado a asma e
intolerancia ao acido acetilsalicilico). Medicdo e Resultados Principais: Neste
trabalho defesas enzimaticas (superoxido dismutase, consumo de peroxido de
hidrogénio, glutationa peroxidase e glutationa S-transferase) e defesas nao
enzimaticas (glutationa total, nitritos e nitratos, vitamina C e E) foram analisados.
Também foi realizada a medicdo de danos em lipidios (malondialdeido) e
proteinas (carbonila). No grupo asma, o consumo de peréxido de hidrogénio,
atividade da glutationa peroxidase, niveis de malondialdeido e vitamina E foram
significativamente menores do que no grupo de controle. No grupo Widal foram
encontrados niveis significativamente maiores de glutationa e nitritos e nitratos em
relacdo ao grupo controle. Nao foram encontradas diferencas entre os grupos em
relacdo ao nivel de carbonila e glutationa, tamanho dos polipos, atividades da
superéxido dismutase e S-transferase. Conclusdes: A classificacdo redox dos
grupos de PN foi parcialmente alcancada. Os polipos do grupo asma possuem
alteracdes nas defesas enzimaticas relacionadas com o peroxido de hidrogénio e
a peroxidacao lipidica, enquanto pdlipos do grupo Widal apresentaram alteracdes
nos niveis de 6xido nitrico e glutationa.

Palavras chaves: polipos nasais, Triade de Widal, estresse oxidativo,
otorrinolaringologia, glutationa peroxidase e glutationa S-transferase.



ABSTRACT

Title: Profile Redox of the Clinical Classification of Nasal Polyps

Introduction: Nasal polyposis (NP) is considered a chronic inflammatory condition
of the mucosa of the nasal cavity and paranasal sinuses of etiology is not very
clear. There are few data on epithelial changes in nasal polyposis and its relation
to the action of free radicals. Many diseases are linked to damage caused by
reactive oxygen species (ROS) and nitrogen (RNSs) and occur from an imbalance
between them and antioxidants, whichever is greater activity of reactive species,
what we call oxidative stress. Objective: The primary objective of this study is to
evaluate oxidative stress in polyps surgically removed in 3 groups of patients with
nasal polyposis, in order to elucidate possible differences in redox profile in these
groups. Methods: Fifty nine patients diagnosed with nasal polyposis were divided
into three groups: a control group, an asthma group (NP with asthma) and a Widal
group (NP with asthma and aspirin intolerance) in which patients had an
association of NP, asthma and aspirin intolerance. Measurement and main
results: In this work enzymatic defenses (superoxide dismutase, hydrogen
peroxide consumption, glutathione peroxidase and glutathione S-transferase) and
non-enzymatic defenses (total glutathione, measurement of nitrites and nitrates,
vitamin C and E) were analyzed. Also the measurement of damage in lipids
(malondialdehyde) and proteins (carbonyl) was conducted. In the asthma group,
hydrogen peroxide consumption, glutathione peroxidase activity, malondialdehyde,
and vitamin E levels were significantly lower than in the control group. The Widal
group showed significant higher glutathione levels, nitrite and nitrate levels than
found in the control group. No differences were found among the groups regarding
carbonyl level, polyp size, superoxide dismutase, and glutathione S-transferase
activities. Conclusions: The redox classification of the groups of NP was partly
achieved. Polyps of patients with asthma have changes in enzymatic defense
pathways related to hydrogen peroxide and lipid peroxidation while polyps of
patients with Widal triad present changes in nitric oxide and glutathione.

Keywords: nasal polyps, Widal triad, oxidative stress, otorhinolaringology,
glutathione peroxidase and glutathione S-transferase.



LISTA DE ABREVIATURAS
AAS: acido acetilsalicilico;

AERD: doenca respiratoria exacerbada pela aspirina; “aspirin exacerbated
respiratory disease”;

CAT: catalase;

CFTR: fibrose cistica regulador da condutancia transmembrana; “cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator”;

CL: quimioluminescéncia, “chemiluminescence”;
DDT: diclorodifeniltricloroetano;

DNA: deoxyribonucleic acid: “acido desoxirribonucleico”;
ER: espécies reativas;

EROs: espécies reativas de oxigénio;

ERNSs: espécies reativas de nitrogénio;

FC: fibrose cistica;

GPx: glutationa peroxidase;

GR: glutationa redutase;

GSH: glutationa reduzida;

GSSG: glutationa oxidada;

GST: glutationa S-transferase;

HIF: fator induzido por hipoxia;

HPLC: cromatografia liquida de alta performance, “high performance liquid
chromatography”;

MDA: malondialdeido;

NO: éxido nitrico;

NOSs: sintases de Oxido nitrico; “nitric oxide synthases”
ORL: otorrinolaringologista;

PN: polipose nasal;



Prx: peroxirredoxina,

RC: rinossinusite crénica;

RFA: rinossinusite fungica alérgica;
SOD: superoxido dismutase;

tGSH: glutationa total,



1. INTRODUCAO

1.1 Polipose Nasal

A polipose nasal (PN) € um processo inflamatorio crénico da mucosa nasal
gue acomete em torno de 0,5% a 4% da populacdo geral (Valera et al., 2008).
Apesar de a PN ter sido descrita desde a época do antigo Egito, ha mais de 5000
anos, sua patogenia ainda permanece desconhecida. Mas acredita-se que a PN
seja o resultado final de um processo inflamatério crénico com etiologia
multifatorial, portanto, é possivel que ndo seja uma doenca, mas a manifestacao
nasal de doencas distintas (Voegels, 2001). Devido a isto a PN pode ser definida
como uma doenga cronica da mucosa nasal e seios paranasais com formacao de
pélipos benignos, mdultiplos, bilaterais, que se originam como protuberancias
pedunculadas, edematosas, presas a uma base na concha média, bolha etmoidal

ou Ostio dos seios maxilares ou etmoidais (Fig. 1) (Voegels, 2001).

Os poélipos sédo geralmente moles, brilhantes, com coloracdo levemente
acinzentada ou rosada, com superficie lisa, indolor a palpacdo e de aspecto
translicido, sendo recoberto pelo epitélio nasal e preenchido por estroma. O
epitélio € uma barreira vulneravel e sofre influencia constante de fatores como
correntes aéreas, poluentes, virus, bactérias e outros fatores irritantes (Miyake &
Voegels, 2002). O tamanho do pdlipo é variavel, podendo se expandir do meato
médio para toda a cavidade nasal, nasofaringe, narinas e seios paranasais
(Miyake & Voegels, 2002).

Existem poucos estudos epidemioldgicos sobre a PN e seus resultados sdo
de dificil comparacao por utilizarem métodos diferentes de diagnostico (Braun et
al., 1992; Larsen, 1996). Geralmente a prevaléncia da PN varia de 0,2% a 4,3%

da populacéo geral (Settipane, 1996; Myngind et al., 2000).

Em estudo realizado por Larsen e Tos, observou-se uma incidéncia para a
populacdo da Dinamarca de 0,86 e 0,39 caso de polipose por 1000
habitantes/ano, para o sexo masculino e feminino, respectivamente. A incidéncia

aumentou com a idade, atingindo picos de 1,68 e 0,82 casos de polipose por 1000
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habitantes/ano nos sexos masculino e feminino, respectivamente no grupo etario
de 50 a 59 anos (Larsen & Tos, 2002).

A PN acomete principalmente em adultos, atingindo todas as ragas e
classes sociais. As criancas raramente apresentam PN, mas quando presentes,
deve-se suspeitar da associacdo com a fibrose cistica (Delaney, 1976).

Observa-se uma predominancia no sexo masculino (Larsen & Tos, 1991) e

7

a populacdo feminina geralmente é acometida pelos sintomas mais severos

guando ela esta associada a rinossinusite cronica (RC) (Rigina et al., 2002;
Stevens et al., 2015).

A PN pode estar associada a diversas condigbes reconhecidas, como
asma alérgica e ndo alérgica, fibrose cistica (FC), rinossinusite fungica,
intolerancia ao &acido acetilsalicilico (AAS) e a quadros sindrdmicos que podem
ser sindrome de Churg-Strauss, sindrome de Kartagener e sindrome de Young
(Voegels, 2001).

Polipose Nasal etmoidal

Polipose Nasal maxilar

Figura 1: Vista lateral da cavidade nasal com pdélipos nasais.

Fonte: Tratado de Otorrinolaringologia (SBORL), 12edicao, vol. llI
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1.2 Correlagdes com Doengas Sistémicas
1.2.1 Polipose Nasal e Asma

A prevaléncia da PN em asmaticos varia de 6,7% a 13% (Settipane, 1996;
Stierna, 1996) enquanto a prevaléncia da asma em individuos com PN varia de
5% a 20%. (Tab. 1). (Rigina et al., 2002; Schenck, 1974).

Na maioria dos casos, a asma (geralmente a ndo alérgica) costuma
preceder a PN, no entanto, os pacientes com polipose incipiente sem asma
podem desenvolver a doenca, visto que pacientes com polipos em estagios mais
avancados apresentam duas vezes mais asma quanto comparados com
pacientes com PN em estagios iniciais (Rigina et al., 2002). A asma nao alérgica
costuma aparecer apés 30 anos e a polipose por volta dos 40. Muitas vezes o
quadro é grave e 0 paciente torna-se cortico dependente (Miyake & Voegels,
2002).

1.2.2 Polipose nasal, asma e intolerancia ao acido acetilsalicilico

A associacdo da asma, PN e intolerancia ao acido acetilsalicilico (AAS) foi
inicialmente descrita por Widal et al. em 1922, sendo conhecida como “triade de
Fernand Widal” (Widal et al., 1922).

Em 1960 um imunologista americano, Max Samter fez uma revisdo da
associagdo e prop6s a possivel patogénese e é por isso que a triade pode levar
seu nome “sindrome de Samter” (Samter, 1968).

La condicdo de “triade de Widal ou sindrome de Samter” agora é
conhecida pelos otorrinolaringologistas como doenca respiratOria exacerbada pela
aspirina AERD (Aspirin Exacerbated Respiratory Disease) (Tawakir & Anshul,
2011).

A incidéncia de intolerancia ao AAS em individuos portadores de PN varia
de 5% a 36 % (Tab. 1) (Jantti-Alanko et al., 1989). O inicio dos sintomas da
intolerdncia ao AAS ocorre entre a terceira e quarta década de vida (Samter &

Beers, 1967; Schiavino et al., 2000) com predominancia do sexo feminino (Braun
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et al., 1992; Szceklik & Niankowska, 2000). Outras drogas, como tartrazina,
aminopirina, anti-inflamatoérios néo esteroides podem apresentar reacdo cruzada
nos individuos com intolerancia ao AAS (Schiavino et al., 2000). Quando a PN
esti associada a asma, a intoleréncia aos salicilatos ou a alimentos que contem
derivados de salicilatos, ocorre um agravamento da historia natural da polipose
(Rigina et al., 2002).

1.2.3 Polipose nasal e fibrose cistica

A fibrose cistica (FC) é uma doenca genética, autossdmica recessiva, em
gue se observa uma mutacdo no gene localizado na porcdo g31 do cromossomo
7, responsavel por codificar a proteina reguladora da condutancia ibnica
transmembrana, CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator).
A anormalidade dessa proteina leva a um bloqueio da secrecéo ativa do ion cloro
e consequentemente acumulo intracelular. Com isso as secrecdes tornam-se
extremadamente espessas, favorecendo a estase e o crescimento bacteriano,
cujos agentes etiolégicos mais frequentes sdo a Pseudomonas aeruginosa,

Staphyloccocus aureus e Haemophilus influenzae (Neely et al., 1972).

A associacao de PN com a FC encontra-se bem documentada. Hadfield et
al. estudaram 221 pacientes com FC e encontraram PN em 37% (Tab. 1). Outros
estudos relatam uma prevaléncia que varia de 10% a 32% (Hadfield et al., 2000;
Cepero et al., 1987).

1.2.4 Polipose nasal e rinossinusite fungica

A PN associada ao Aspergillus foi inicialmente descrita por Safirstein em
1976 (Safirstein, 1976). Novos relatos descrevendo outros fungos além do
Aspergillus reconheceram o termo rinossinusite fungica alérgica (RFA) como uma

entidade clinica frequentemente associada a PN (Manning & Holman, 1998).

Os critérios dos diagndsticos e os protocolos de tratamento ainda sao
motivos de muitas divergéncias. A rinossinusite fungica alérgica € uma doenca

sinusal benigna nao invasiva, possivelmente decorrente de uma
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hipersensibilidade a antigenos fangicos e sua incidéncia depende dos pacientes
imunodeprimidos que podem ser facilmente infetados por virus, bactérias ou
fungos (Tab. 1) (De Shazo & Swain, 1995).

Tabela 1: Frequéncia de associacao das doencgas sistémicas com PN

em um estudo em Sao Paulo, Brasil.

Polipose e associacao Incidéncia
Intolerancia a aspirina 5-36%
Asma intrinseca 6 - 13%
Asma extrinseca 5%
Fibrose cistica 37%
Sinusite cronica 5%
Rinossinusite alérgica 1-5%

Outras: Sinusite fungica alérgica, sindromes de Young,
Churg-Strauss, Kartagener 66-100%

Fonte: Tratado de Otorrinolaringologia (SBORL), 12edicéo, vol. lll.

1.2.5 Polipose nasal e quadros sindrémicos

A sindrome de Churg-Strauss € um tipo de vasculite alérgica bastante rara,
de dificil diagndstico, muito associada a PN. O quadro inicial inclui asma e rinite
alérgica, e pode evoluir com manifestacdes cardiacas, renais e pulmonares. A
polipose incide em até 100% destes pacientes e estd acompanhada de formacao

de muitas crostas, que mostram a histologia granulomas necrotizantes e muitos
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eosinofilos. Na literatura, foram descritos pouco mais de 200 casos, incluindo
pacientes com PN recidivante e asma que foram controlados depois de feito o
diagnéstico e tratamento para a vasculite. Relata-se que este quadro possa
ocorrer, ainda que raramente, como reacao adversa ao uso de anti leucotrienos,
novos medicamentos para controle da asma. Sao usados corticosteroides
sistémicos e, por vezes, citotdxicos no tratamento da Sindrome de Churg-Strauss
(De Shazo & Swain, 1995).

Na sindrome de Kartagener, uma doenca genética rara, caracterizada por
uma discinesia ciliar primaria acompanhada de bronquiectasias, sinusite cronica e
situs inversus completo. Esta Ultima caracteristica, o situs inversus, demonstra
como a disfuncao ciliar pode afetar o desenvolvimento embriolégico. No embrido
normal, o movimento dos monocilios no né primitivo é tido como responsavel por
determinar a simetria anatdbmica normal (situs solitus). Portanto, a auséncia de
motilidade ciliar normal resulta em distribuicdo e orientacdo errada dos orgaos do
corpo humano. A alteracdo da motilidade ciliar ocorre em todo o organismo e leva
a infeccbes pulmonares de repeticAo e infertiidade masculina. Infecgbes
causadas por Pseudomonas aeruginosa séo frequentes nestes pacientes, assim
como na FC. O achado de polipos nasais € muito frequente e deve alertar para o

diagnéstico diferencial em relacéo a fibrose cistica (Miyake & Voegels, 2002).

A sindrome de Young é uma discinesia ciliar primaria caracterizada por
doencas respiratdrias recorrentes, polipose nasossinusal e azoospermia. Sinusite
cronica importante pode se associar a bronquectasia. Estes pacientes
apresentam estrutura dos cilios conservada. A espermatogénese é normal, mas
h& obstrucéo congénita do epididimo (SBORL, 2003).

Apesar de pouco descrita no Brasil esta doenca € menos rara que a
Fibrose Cistica ou Kartagener, e estima-se que seja responsavel por 7% dos
casos de infertilidade masculina (SBORL, 2003).

A incidéncia da PN varia de acordo com aos quadros sindromicos
associados (Tab. 1) (Miyake & Voegels, 2002).
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1.3 Tratamentos da PN

Os principais objetivos do tratamento da PN devem ser: 1) eliminar os
sintomas devidos aos polipos e a rinossinusite, 2) restabelecer a respiracao nasal
e olfacdo e 3) prevenir a recorréncia dos polipos. Na maioria dos pacientes, o
tratamento é clinico-cirargico (Voegels, 2001).

1.3.1 Tratamento farmacolégico. Corticosteroides topicos e

sistémicos

Os corticoides tdpicos e sistémicos até o0 momento sdo a forma mais eficaz
a reposta inflamatdria na PN. Seu mecanismo de acéo ocorre atraves da ligacao
ao receptor de glicocorticoides no citoplasma da célula alvo e, como efeito, reduz
a producéo de citocinas, numero de células inflamatorias, induz a apoptose nos
eosinofilos, e reduz o extravasamento microvascular (Lildholdt et al., 1997;
Mygind & Lildholdt, 1997; Saunders et al., 1999).

Os corticoides topicos na PN reduzem, de forma eficaz, os sintomas de
obstrucédo nasal, secrecéo e espirros. O uso de corticoide intranasal pode reduzir
o tamanho, ou até mesmo fazer desaparecer a PN. Os corticoides sistémicos sao
eficazes na diminuicdo do tamanho dos pdlipos e atuam melhor sobre o olfato
quando comparados aos corticoides topicos. Essa eficacia dos corticoides
sistémicos €é conhecida como polipectomia medicamentosa (Karlsson &
Runderantz, 1982; Virolainen & Puhakka, 1980).

1.3.2 Tratamento Cirurgico

O maior objetivo da cirurgia € restaurar as propriedades fisiologicas do
nariz, retirando os pélipos e restabelecendo a drenagem dos seios paranasais.
Técnicas cirurgicas por via intranasal tém a vantagem da visualizagdo direta, e 0

cirurgido pode ser mais seletivo e preciso (Miyake & Voegels, 2002).

O tratamento complementar da polipose é sempre necessério, ja que o

tratamento cirdrgico ndo consegue tratar o componente inflamatério da mucosa.
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Os cuidados pés-operatdrios meticulosos séo insistentemente recomendados
como essenciais aos bons resultados descritos, e incluem acompanhamento
clinico com corticosteroides topicos para prevenir recorréncias e tratar 0 processo

inflamatério (Miyake & Voegels, 2002).
1.4 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo, em sistemas biolégicos, € caracterizado pelo
desequilibrio entre as espécies reativas (ER) de oxigénio (EROs) e ER de
nitrogénio (ERNS) e seus respectivos agentes antioxidantes. O termo ERO inclui
ndo somente radicais de oxigénio, como radical superéxido (O"), radical hidroxil
(OH), radical peroxil (RO3"), radical alcoxil (RO"), sendo o OH" 0 mais reativo em
sistemas biologicos, devido a sua facilidade em ligar-se a metais, outros radicais
ou qualquer molécula biolégica, mas também abrange derivados de oxigénio
molecular (O;) que podem atuar como oxidantes ou redutores (H.O, peréxido de

hidrogénio, HOCI &cido hipocloroso e O3 0zénio) (Halliwell & Gutteridge, 2015).

EROs podem ser produzidas durante a reducdo de O, a agua (H,O) na
cadeia transportadora de elétrons da mitocondria, possibilitando a sintese de ATP
pela fosforilagdo oxidativa. Este processo metabdlico utilizado por organismos
aerobicos é essencial para manutencao da vida, porém podem formar EROs. No
entanto, aproximadamente 5% do oxigénio sofre redugao incompleta, produzindo
O,". A partir deste, uma serie de rea¢cGes ocorrem, gerando outros radicais livres
(Halliwell & Gutteridge, 2015).

Radicais livres podem ser definidos como espécies moleculares que
contenham um ou mais elétrons desemparelhados (Sagit et al., 2011). Os radicais
livres sdo neutralizados in vivo por mecanismos de defesa antioxidantes do
organismo. Uma vez que o equilibrio entre a produgcdo de radicais livres e
atividade de defesa antioxidante € interrompido, o0 estresse oxidativo pode
ocorrer, o que pode resultar em lesdo ou morte celular, danos nos tecidos e,
finalmente, doencas crbnicas (Sagit et al.,, 2011). InUmeros estudos tém

demonstrado que EROs participam da patofisiolégica de véarias doencas como
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Alzheimer, Parkinson, diabetes mellitus, esclerose multipla, cirrose hepatica, e

alguns tipos de cancer (Halliwell & Gutteridge, 2015).

O aumento das espécies reativas ou a reducdo das defesas antioxidantes
esta envolvido no processo de peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas e
acidos nucleicos (Suzuki et al., 2006). Mas é importante lembrar que as espécies
reativas sdo produtos normais do metabolismo oxidativo e importantes para a
manutencdo da vida (Halliwell & Gutteridge, 2015). E necesséario um equilibrio
entre espécies reativas e antioxidantes e, por isso, 0s organismos desenvolveram,
ao longo da evolugdo, mecanismos de defesas antioxidantes (Halliwell &
Gutteridge, 2015).

As células séo protegidas em virtude de um sistema antioxidante
intrincado, que consiste em sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos, os ultimos
podendo ser de origem enddgenas ou exodgenas, para manter o estado redox
homeostéatico das células (Kabuto et al., 2003). Em paralelo, os organismos
desenvolveram sistemas de regeneracdo de macromoléculas danificadas,
especialmente o acido desoxirribonucleico (DNA), a fim de corrigir possiveis
falhas ou sobrecargas nos mecanismos de defesas (Thomas et al., 1998; Halliwell
& Gutteridge, 2015).

Entre as defesas antioxidantes enzimaticas encontra-se a superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-
transferase (GST), peroxirredoxina (Prx) (Veerappan et al.,, 2004). Ja os
antioxidantes ndo enzimaticos incluem carotenoides, flavonoides, tocoferois, acido
ascorbico (vitamina C), &cido Urico, alguns hormdnios como progesterona e
estradiol, glutationa (GSH), entre outros (Halliwell & Gutteridge, 2015). O acido
arico, a GSH (Vifa et al., 2005), a progesterona e o estradiol (Moorthy et al.,
2005; Vifia et al., 2005) sdo importantes exemplos de antioxidantes nao

enzimaticos enddgenos.

A GSH é um tripeptideo enddgeno, além de ser substrato da GPx, também
€ 0 principal composto ndo enzimatico antioxidante intracelular, estando presente

em concentracdes semelhantes a da glicose em hepatécitos (Vifia et al., 1978). A
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GSH é um sequestrador de radicais livres em condi¢des fisioldégicas ou sob a
acdo de xenobidticos, além de participar na regeneracdo dos antioxidantes acido
ascoérbico e tocoferol, sua acdo como antioxidante ndo enzimético estd mais
diretamente vinculada a sua agéo sobre o H,O, e perdxidos organicos (Monostori
et al., 2009). A GSH forma adutos com diferentes xenobioticos (cloroformio,
nitratos organicos, bromo benzeno, aflatoxinas, dicloro difenil tricloroetano (DDT),
naftaleno e paracetamol), reagcdo esta pode ocorrer espontaneamente ou
catalisada pela familia de enzimas GST (Eq. 1) (Halliwell & Gutteridge, 2015).

Equacéo 1 RX'+ GSH —> RSG + HX

A SOD catalisa a dismutacdo do O,” em H,0O, e H,O (Eg. 2). Os
mamiferos possuem trés tipos de SOD, duas delas possuem cobre (Cu) no seu
sitio ativo e uma possui manganés (Mn). Aquelas que possuem Cu no seu sitio
ativo encontram-se uma intra e outra extracelular, enquanto a SOD com Mn

localiza-se na mitocondria (Fukai & Ushio-Fukai, 2011).

Equacéo 2 Cu?+ SOD + 0,” —> Cu*SOD + O,

Cu*SOD + O, + 2H" —> Cu® + SOD + H,0,

A CAT, juntamente com as Prx, possui a propriedade de reduzir o H,0, a
H,O (Eq. 3). A CAT localiza-se nos peroxisomos enquanto que as Prx localizam-
se em diversos compartimentos celulares e sdo constituidas por uma familia de
seis diferentes isoformas (Prx1 a Prx6). As Prx convertem ainda peréxidos
organicos em alcool, e peroxinitritos (ONOO") em nitritos (NO,") (Shuvaeva et al.,
2009).
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Nos mamiferos as Prx distribuem-se em diferentes compartimentos
celulares. A Prx3 e Prx5 sdo direcionadas para a matriz mitocondrial, onde
realizam a detoxificagdo do H,O, produzido por esta organela. Pela abundancia
com que é encontrada, Prx3 é responsavel por cerca de 90% da detoxificacdo do

H,O, na matriz mitocondrial (Cox et al., 2010).

Os eritrocitos possuem as Prx1, Prx2 e Prx6 em seu interior, a Prx2 € a
mais abundante (sendo a terceira proteina mais abundante no interior do
eritrocito) e atua na detoxificagdo de baixos niveis de H,O,. Duas possiveis
importantes fontes de H,O, na circulacdo sao: H,O, gerado na detoxificacdo do
0O," pela SOD, assim como o H,O, gerado da auto-oxidacdo da hemoglobina
(Low et al., 2008).

Equacéo 3 2H,0, —Catalase——— 2H,0 + O3

A GPx possui um atomo de selénio (Se) em seu sitio ativo e atua na

degradacéo de peréxido no organismo (Eqg. 4) (Singh et al., 2010).

Equacao 4 ROOH + 2GSH —> GSSG + H,0 + ROH

A GPx degrada peroxidos oxidando duas moléculas de glutationa reduzida
(GSH) em glutationa oxidada (GSSG), esta glutationa oxidada pode ser reduzida

novamente pela enzima glutationa redutase (Eq. 5) (Halliwell & Gutteridge, 2015)

Equacgao 5 GSSG + NADPH + H* —> 2GSH + NADP*

Existem quatro formas de GPx. A GPx1 é uma enzima citosolica, GPx2 é
encontrada no trato gastrointestinal, conhecida como GI-GPx, GPx3 é originada
no rim e encontra-se no plasma dos mamiferos e também em diversos fluidos

corporais, sendo a unica que possui a propriedade de utilizar a tioredoxina como
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substrato, além de glutationa, e a GPx4 que reduz ndo somente peroxidos
organicos e H,O, mas também hidroperoxidos de colesterol e acidos graxos
(Halliwell & Gutteridge, 2015).

A GST é uma superfamilia de trés enzimas que se distribuem no
citoplasma e nas mitocondrias. As enzimas GST possuem a capacidade de
catalisar a conjugacdo da forma reduzida da glutationa em substratos de
xenobidticos para a detoxificacdo (Halliwell & Gutteridge, 2015). A GST pode
constituir até 10% da proteina citoplasmética em alguns 6rgdos de mamiferos
(Boyer, 1989).

A vitamina C (&cido ascoérbico) tem importante papel como antioxidante. E
um potente agente redutor e participa como cofator de varios processos de oxi-
reducdo. Atua como sequestrador de EROs e ERNSs, entre eles o0 O,” e o0 HO'.
Além disso, participa juntamente com o tocoferol na inibicdo da peroxidacéo
lipidica (Kojo, 2004). Ela também desempenha um papel de coenzima em
processos de oxidacdo, tais como hidroxilases e dioxigenases (Davies et al.,
1991). A vitamina C ainda esta envolvida no metabolismo de neurotransmissores,
lipideos e colageno (Kojo, 2004). O &cido ascorbico participa, juntamente com o
ferro (Fe) Il na degradacédo do fator de transcri¢cdo induzivel de hipoxia (HIF) em
situacdes de normoéxia intracelular (Mandl et al., 2009). Cabe lembrar que o acido
ascorbico pode participar como agente redutor na reducdo do Fe Ill a Fe I,
resultante da reacdo de Fenton (Eqg. 6), em que o H,O, reage com um metal de
transicdo Fe Il ou Cu® formando dois hidroxidos, sendo um deles um radical
hidroxila e outro apenas um ion (Kojo, 2004).

Equagdo 6 H,0, + Fe?_5 Fe™+ OH + OH’
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Os tocoferodis (vitamina E) e tocotriendis estdo embebidos nas membranas
celulares e lipoproteinas, e sdo os principais inibidores da peroxidacéao lipidica
uma vez que eles reagem com os radicais lipoperoxil (LO;") (Halliwell &
Gutteridge, 2015).

1.5 Estresse oxidativo e polipose nasal

Os radicais livres desempenham papéis importantes no desenvolvimento
da artrite, aterosclerose, catarata, asma e PN. Ha publicac6es que identificam os
danos oxidativos na presenca de PN. Trabalhos tém demonstrado um papel para
o0 estresse oxidativo no desenvolvimento de PN (Veyseller et al., 2010). A etiologia
da PN ainda é desconhecida, mas varios fatores, incluindo a formagéo de radicais
livres, podem desempenhar um papel da formacdo da doenca, mas o mais

importante € a inflamacao (Sagit et al., 2011).

A maioria dos estudos tem investigado os mecanismos inflamatérios da
PN. No entanto, trabalhos recentes tém avaliado o papel dos radicais livres de
oxigénio em pacientes com PN (Sagit et al., 2011). Cheng e colaboradores
coletaram 20 biopsias de pacientes nao alérgicos com PN e foram determinados
niveis de radicais livres em tecidos dos polipos e tecidos sanguineos, por método
de quimioluminescéncia sensivel obtendo como conclusdo que o estresse
oxidativo apresenta um papel importante na fisiopatologia da PN e existe uma
relagdo casual entre o estresse oxidativo e células inflamatorias, especialmente
eosinofilos e que os niveis de radicais livres estdo associados com a gravidade da
PN (Cheng et al., 2006).

Bugdayci e Kaymakci examinaram o papel fisiopatologico do oxido nitrico
(NO) e malondialdeido (MDA), que € um produto final da peroxidacao lipidica, em
tecido de pacientes com PN. Os resultados dos niveis de nitritos e nitratos
(medida indireta dos niveis de Oxido nitrico), medidos pela reacao de Griess,
foram mais elevados em pacientes com PN que em tecidos normais. O mesmo

resultado foi encontrado para o MDA (Bugdayci & Kaymakci, 2008).
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Um estudo similar demonstrou que o estresse oxidativo e antioxidantes de
tecidos dos pdlipos e tecidos sanguineos em pacientes com PN foram
significativamente diferentes quando comparado com o grupo controle. Os niveis
de antioxidantes nos tecidos sanguineos e nos tecidos dos pélipos se mostraram
diminuidos. O estudo também demonstrou que ha fortes indicios relacionando o
estresse oxidativo na patogénese da PN, os radicais livres podem ocasionar dano
ou morte celular e danos nos tecidos subsequentes. Além disso, o estudo indicou
que a ruptura do revestimento epitelial, provocada pelos radicais livres, pode ser
essencial para a iniciacdo do polipo, e os antioxidantes podem ter um papel

preventivo em danos nos tecidos na PN (Dagli et al., 2004).

Um grande numero de estudos demonstrou que a PN tem algumas
anormalidades histolégicas como dano epitelial, edema e infiltragdo de células
inflamatodrias. As células inflamatérias produzem radicais livres durante a

fagocitose, sendo assim esta a principal fonte de EROs (Ozcan et al., 2010).

7z

Ainda ndo estid claro como é a formacdo da PN e a literatura nao
estabelece uma comparacao detalhada com as diferentes associa¢des entre PN e

0 estresse oxidativo.

Com isso exposto o presente estudo pretende relacionar medidas de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos e estresse oxidativo em PN e PN
com duas associacoes (PN com asma e PN com asma e intolerancia ao AAS)

com vista ao melhor prognéstico da doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliacdo do estresse oxidativo em polipos retirados cirurgicamente de 3
grupos de pacientes com polipose nasal (somente polipose; polipose associada a
asma; polipose associada a asma e a intolerancia ao acido acetilsalicilico), a fim

de elucidar possiveis diferencas no perfil redox nestes grupos

2.2 Objetivos Especificos

I.  Analisar os parametros de dano oxidativo através das analises bioquimicas

de peroxidacéo lipidica e grupos carbonilas em proteinas.

II.  Quantificar as atividades de antioxidantes enzimaticos através das analises

bioquimicas de superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx),

consumo de H,0, e glutationa S-transferase (GST).

lll.  Verificar os niveis de antioxidantes ndo enzimaticos, glutationa total,

vitamina E e C.

IV. Medir os niveis de 6xido nitrico, através de uma medida indireta (nitrito e

nitrato)

V. Associar os dados de estresse oxidativo ao tipo de polipose nasal.
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Abstract

Introduction: Nasal polyposis (NP) is considered a chronic inflammatory disease
of the mucosa of the nasal cavity and paranasal sinuses. Its etiology is not clear
yet and there is little data on epithelial changes in nasal polyposis and its
relationship with damage due to free radicals.

Objective: Evaluation of oxidative stress in nasal polyps surgically removed from
the three groups of patients with nasal polyps (only polyposis, polyposis
associated with asthmas and polyposis associated with asthma and aspirin
intolerance) in order to elucidate differences in redox potential profile in these
groups.

Methods: 59 patients diagnosed with nasal polyposis were divided into three
groups: a control group, an asthma group (NP with asthma) and a Widal group
(NP with asthma and aspirin intolerance) in which patients had an association of
NP, asthma and aspirin intolerance.

Measurement and main results: In this work in the asthma group, H,O,
consumption, MDA, and vitamin E were significantly lower than the control group
and enzymatic defense activity of glutathione peroxidase was lower in the asthma
group (50.8 = 7.67) compared with the control group (153 + 37.11) and. In the
Widal group the levels of total glutathione and NO, & NOj3; was higher (0.12 +
0.01) and (33.34 + 10.48) compared with the control group (0.06 + 0.01) and
(15.95 + 1.38) respectively.

Conclusions: In the asthma group have changes in enzymatic defense pathways
related to H,O, and MDA. In the Widal group present changes in NO and
(tGSH).The oxidative profiles found, could point to oxidative stress as a participant
in both the inflammation process as well as the subsequent formation of the NP.

Number of words: 270.

Keywords: Redox profile, nasal polyps, Widal triad, glutathione peroxidase,
glutathione S-transferase, oxidative stress.
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Introduction

Nasal polyposis (NP) is considered a chronic inflammation, which can develop a
benign tumor disease called nasal polyp in the nasal and paranasal sinus cavities.
It is frequently encountered in otolaryngology clinics (1) with an incidence of 0.5%
to 4% in the general population, the NP may be associated with different diseases
such as asthma, cystic fibrosis, chronic sinusitis and also with aspirin intolerance.
The NP association with asthma ranges from 5% to 20%, in the general population
and NP associate with asthma and aspirin intolerance, called triad Widal, ranges
from 5% to 36% in the general population. The etiology of NP has remained
unclear so far (2).

The most important mechanism in the formation of the NP is inflammation (1).
Most reported studies have investigated the inflammatory mechanisms of NP(3, 4,
5). However, recent studies have assessed the role of free radicals in patients with
NP (6, 7).

Reactive species (RS) include ions oxygen, nitrogen, free radicals and peroxides,
both organic and inorganic, and are generated by the normal metabolism of the
cell (8, 9). In several cell and tissues, RS are involved in energy production,
immune cell responses, cell growth regulation, intercellular signaling, cell
differentiation, among other very important functions. Nevertheless, their excess
has detrimental effects such as lipid peroxidation, protein oxidation, and
inactivation by damaging enzyme active site, carbohydrate oxidation and oxidative
damage to nucleic acids (10). When in excess, RS neutralized in vivo, by
antioxidant defense mechanisms of the body, might interfere in the redox balance
of the cell, thereby producing the so called oxidative stress, which may result in
cell injury with chronic disease and, finally, cell death (11, 12) and the interaction
of RS with macromolecules can be damaging, however, as stated before, it can
also be beneficial (10).

Even this is the first study to try to make a difference and an evaluation in the
redox profile in NP surgically removed from the three groups of patients with NP
(only NP, NP associated with asthmas and NP associated with asthma and aspirin
intolerance) in order to elucidate differences in redox potential profile in these
three clinical groups.

This is the first study to use only NP as a control group to compare the
measurements of enzymatic antioxidants and non-enzymatic, damage to proteins
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and lipids and levels of nitric oxide (NO), by measuring nitrite and nitrate (NO, &
NO3).

1. Materials and Methods

a. Samples

The project was approved by the Ethics Committee of the Irmandade da Santa
Casa de Misericordia Hospital (ISCM), n°® 622164, in Porto Alegre, Brazil. The
project was approved by institutional ethics committee and the patients signed a
Term of Consentment after detailed information was provided. Before undergoing
surgery to reduce the size of polyps, all patients used 20 mg prednisolone,
associated with 500 mg azithromycin, on a daily basis, for 7 days. They also
underwent nasal endoscopy and paranasal sinus tomography.

Were excluded from this study patients with systemic diseases (mellitus diabetes,
arthritis), cataract, brain-vascular, Behcet's disease and neurodegenerative
diseases (Parkinson e Alzheimer), pregnant women, patients under 18 and those
who refused to join the study.

Fifty-nine patients diagnosed with NP, in Santa Casa de Misericordia Hospital,
were included in the study and divided into three clinical groups, classification
which was made based on clinical features of otorhinolaryngology patients. In the
control group (n=30), patients with NP and without association with other diseases
were analyzed. In the asthma group (n=19), the analysis focused on patients with
NP associated with asthma, and, finally, in the Widal group (n=10), patients with
NP associated with asthma and aspirin intolerance.

NP was removed by endoscopic surgery by a specialist doctor, and part of it was
sent to the laboratory of oxidative stress at UFRGS, in dry ice, after being frozen at
-80 °C, for further processing and the other part was sent to the pathology,
histology and imaging laboratory of Santa Casa de Misericordia. At UFRGS, the
NP was manually macerated and the samples were mixed in 5 mL of 30 mmol/L of
phosphate buffer containing 120 mmol/L KCI, 100 umol/L phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF), pH 7.4. After that, NP samples were sonicated three times for 10
s each, and centrifuged for 10 min at 1,700 x g. The supernatant of each tube was
transferred to a second tube and centrifuged again for 10 min at 1,700 x g. The
supernatant from the second centrifugation was aliquoted and frozen at -80 °C for
later analysis and assays.
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b. Enzymatic antioxidants and non-enzymatic antioxidant Enzymatic
Antioxidants

Superoxide dismutase (SOD) activity was measured using the RanSOD Kkit
(Randox, UK), with absorbance measured at 505 nm. Enzyme activities were
analyzed and expressed as U of SOD/mg of protein.

Enzymatic kinetics of glutathione peroxidase (GPx) was assessed by the Ransel
Kit (Randox, UK), with absorbance measured at 340 nm. The activities were
expressed as U of GPx/mg of protein.

The hydrogen peroxide consumption was evaluated by measuring absorbance at
240 nm (13). The activity was expressed as (A[H2O2]/min)/mg of protein.

The glutathione S-transferase (GST) antioxidant assay measures the formation of
S- (2,4-dinitriphenyl)-glutathine by GST enzymatic activity through 1-cloro-2,4-
dinitrobenzene (CDNB) and glutathione (GSH) conjugation and it was measured
via absorbance at 340 nm (14). The GST activities were expressed as U of
GST/mg of protein.

c. Non-enzymatic Antioxidants

The levels of vitamin C were measured by HPLC, employing a reversed-phase
column (SUPELCOSILTM LC-18-DB HPLC column; 15 cm % 4.6 mm, 5 ym) and
using a mobile phase flow rate of 1 mL/min in 30 mmol/L monobasic potassium
phosphate (pH 3.6) and methanol (9:1, v/v); samples were injected in a volume of
25 pL. The absorbance of the column effluent was monitored at 254 nm. Under
these conditions, the retention time of vitamin C was 3.0 min and its amount was
expressed as umol of vitamin C/mg of protein (15).

The amount of vitamin E was measured by HPLC, using a 15 cm x 4.6 mm column
(Nucleosil 120 C-18) with continuous flow of 2 mL per minute 96.5:3.5 (v/v)
methanol: water. Detection was carried out by fluorescence (295 nm excitation
and 350 nm emission). The retention time of vitamin E was 5 min. The amount of
vitamin E was expressed as nmol of vitamin E/mg protein calculated from an
alpha- tocopherol standard (16).

The assay to measure total GSH (tGSH) was performed by measuring the
formation of p-nitrophenol from 5.5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid, DNTB) in the
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presence of the enzyme glutathione reductase (GR), which with adenine
dinucleotide phosphate hydrogen (NADPH), reduces GSSG to 2GSH. Color
development was read at 412 nm and the level was expressed as pmol of
glutathione/mg of protein (14).

d. Oxidative damage

As an index of protein damage, carbonyl levels were measured using absorbance
at 370 nm (17). The carbonyl content was calculated using a millimolar extinction
coefficient of hydrazone as (21,000 M*cm™). Carbonyl levels were expressed as
nmol of carbonyl/mg of protein.

Malondialdehyde (MDA), as an index of lipid peroxidation, was measured by
HPLC, employing a reversed-phase column (SUPELCOSILTM LC-18-DB HPLC
column; 15 cm x 4.6 mm, 5 um) and using a mobile phase flow rate of 1 mL/min in
30 mmol/L monobasic potassium phosphate (pH 3.6) and methanol (9:1, v/v);
samples were injected in a volume of 25 pL. The absorbance of the column
effluent was monitored at 254 nm. Under these conditions, the retention time of
MDA was 5.6 min. MDA was expressed as nmol of MDA/mg of protein (15).

Indirect nitric oxide (nitrite and nitrate, NO, & NO3) was measured via a
spectrophotometric method, using the Griess solution, which absorbs at 543 nm to
determine total nitrate and nitrite levels (18). The NO, and NOj3 level was
standardized by sodium nitrite and expressed as nmol of NO,/mg of protein.

e. Data normalization

All results were normalized in relation to protein concentration determined by
Bradford method using BSA (bovine serum albumin) as a standard (19). All assays
in this study were independently performed three times.

f. Statistical analysis

Variables with normal distribution are presented as mean + SE, means being
compared by one way ANOVA post hoc Dunnett test. Variables with non-normal
distribution are presented as median (25% - 75%), which are compared using the
Kruskal Wallis test. All analyses were performed at a 0.05 level of significance. A
software package was used for all calculations (SPSS version 18.00, SPSS,
Chicago, IL, USA). Statistical analysis was accomplished with the support of the
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Statistical Nucleus of the Federal University of Rio Grande do Sul (NAE-UFRGS).

We performed transformations of mean for GPx and NO, & NO,. For GPx, the
mean was raised to 0.2, and for NO, & NO, the square root of the mean was

carried out to transform these means parametric data.

2. Results

Sample collection started on May 2014 and was completed on July 2015. The
patients of the control group were 46,7 years old in average, being 67% male; in
the asthma group, patients were 50,05 years-old in average, being 63% male and,
in the Widal group, they were 42,5 years old in average, being 40% male.

a. Table 1. Anthropometric and laboratory data

Anthropometric and laboratory data of patients is shown in Table 1. The level of
triglycerides was significantly lower in the asthma group (121.6 £ 4.36) in relation
to the control group (149.1 + 3.92) in relation to reference values (triglycerides >
150 mg/dL). The levels of eosinophils were higher in the asthma group (529.24 +
27.93) and in the Widal group (539.38 + 40.72) compared with the control group
(337.48 £ 25.13) in relation to the reference values (eosinophils 50 to 500/ul). This
study found no difference men, women and age in relation to the incidence of NP
and their associations.

b. Table 2: Polyps size, enzymatic and non-enzymatic evaluations,
carbonyl groups and nitrite and nitrate

Polyps size, evaluations of enzymatic and non-enzymatic (GST, SOD, GPx and
GSH), damage in proteins (carbonyl groups) and NO, & NOgj are presented in
Table 2. The level of GSH was higher in the Widal group (0.12 + 0.01) compared
with the control group (0.06 + 0.01). Enzymatic activity of GPx was lower in the
asthma group (50.8 = 7.67) compared with the control group (153 + 37.11). Data
for NO, & NO3 was higher in the Widal group (33.34 £ 10.48) compared to the
control group (15.95 + 1.38).

In the asthma group, H,O, consumption, MDA, and vitamin E were significantly
lower than in the control group. Data shows no difference between the Widal
group and the control group (Figure 1. A-C) and levels of vitamin C were
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undetectable in all groups, even with careful processing of samples and using a
very sensitive tool such as the HPLC.

An attempt was also made using a different classification according to the size of
the polyp. According to Rouvier’s classification, polyps can have the following
sizes: mild small polyp size (stage 1), medium moderate polyp size (stage 2) and
obstructive or large polyp size (stage 3). Through this classification no significant
differences were found in the redox profile of the three groups (data no show).

3. Discussion

This work was done based on the analysis three groups of polyps: a control group,
polyposis without any association with other diseases, an asthma group, polyposis
associated with asthma, and a Widal group - polyposis associated with asthma
and aspirin intolerance. The objective was to find differences in the redox profile of
these clinical groups of NP, based on antioxidant defenses and oxidative damage
to have a clearer picture of the NP and their associations with oxidative stress.

Physiologically, RS are kept in balance with the antioxidant defense system in the
body, condition called redox homeostasis. The RS are normally controlled by the
antioxidant defense mechanisms, including enzymatic antioxidant such as SOD,
catalase, GPx and GST, and non enzymatic antioxidants such as GSH, a-
tocopherol, retinol, and ascorbic acid. Oxidative stress ensues when there is
oxidants/antioxidants imbalance due to an excess of RS production or depletion of
antioxidants (20).

Asthmatic patients are exposed to oxidative stress due to the generation of
reactive oxygen and nitrogen species as a consequence of chronic airway
inflammation. High levels of hydrogen peroxide, NO and isoprostane in exhaled
breath, and excessive oxidative protein products in lung epithelial lining fluid,
peripheral blood, and urine provide abundant evidence for pathologic oxidizing
(processes in asthma). The situation is further aggravated by the fact that these
patients have diminished defenses antioxidants (21). It was shown by remarkable
increase in MDA and protein carbonyls in plasma. These was accompanied by
alterations in several endogenous enzymatic antioxidants in erythrocytes including
decreased catalase, GPx and SOD activities, whereas total blood glutathione
increased (22).
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Regarding the increase in eosinophils, this work shows a more significant
difference in the asthma and in the Widal group compared to the control group The
eosinophilia, which is caused by parasitic infections, allergy, collagen vascular
disease, hypersensitivity conditions, or underlying hematologic or malignancies
(23), is well described in the literature. Given the exclusion criteria for the study,
which were patients with cancer, hematological diseases, vascular diseases,
among others, we can assume that the increase in the number of eosinophils is
due to the presence of asthma.

The high concentration of inflammatory cells found in NP potentially results in the
overproduction of RS. Inflammatory cells such as eosinophils and macrophages
were shown to produce elevated amounts of RS (24, 25). Eosinophils are believed
to be of great importance in inflammatory diseases, such as allergic asthma,
atopic dermatitis, connective tissue diseases, among others (26). They are
activated by various cytokines and inflammatory mediators, leading to the invasion
of eosinophils at the site of inflammation and tissue damage by releasing toxic
granule proteins and reactive species (27, 28).

Many theories have been proposed to explain the etiology of NP. These theories
include adenoma and fibroma theories, glandular hyperplasia theory, gland new
formation theory, glandular cyst theory, ion transport theory, and many others (29,
30). Studies which investigate the role of RS and antioxidants in NP have found
strong evidence for the involvement of OS in the pathogenesis of this condition
(31).

Nitric oxide (NO) can react with superoxide forming peroxynitrite, thereby
preventing superoxide radicals from reacting with other radicals or attacking
cellular components. In the lower respiratory tract, NO are low, normally less than
20 p.p.b (32). Raised levels indicate inflammation, which can have many causes,
including allergy and infection (33). In the upper respiratory tract, the situation is
more complex as constitutive nitric oxide production in high bactericidal levels (20
to 25 p.p.m.) occurs in paranasal sinuses (34). In the nasal epithelium the
inducible form of nitric oxide synthase (iINOS) is present and with a high activity,
especially in patients with Widal syndrome (36). The increase in NO, & NO3 in the
Widal group can be due to high concentrations of inflammatory cells in the nasal
mucosa, NP and aspirin sensitivity. It is possible that this increase has induced the
synthesis of glutathione. Moellering et al (35) and Li et al (36) showed that, in
endothelial cell, nitric oxide increases intracellular GSH concentration by induction
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of y-glutamylcysteine synthetase (GCS), the rate-limiting enzyme of glutathione
synthesis, as well as cellular cystine uptake. In lung samples of patients with
asthma increased levels of glutathione are typically observed, which appear to
relate to the level of pulmonary inflammation and are therefore regarded as an
adaptive response to the associated oxidative stress. Also in blood samples
increased total GSH levels have been reported, representing the systemic
inflammatory component of the disease (Reynaert, 2011). There are no data in the
literature regarding the systemic oxidative profile in Widal patients. Noteworthy
was observed the increase of GSH and NO in the nasal polyp extract of Widal
group, but not the asthma group.

For levels of GPx and enzymes that detoxify the hydrogen peroxide (H,0O,), like
catalase and peroxiredoxins, which are the main enzymes that detoxify H,O», but
not the only (13), in asthma group, Yalcin et al (37) showed that bronchial asthma
can be found in two periods: stable and exacerbation. In the exacerbation period,
in which there is transient increase in the severity of a symptom or a disease,
there is a reduction in the levels of reduced glutathione, GPx, catalase and MDA,
while there are high levels of eosinophils in both periods. However, it is not known
in which period these patients were. Based on the findings of low levels of GPX,
catalase and MDA, it is believed that the patients in the asthma group could be in
the period of exacerbation and that corticosteroid medication only influenced the
reduction in polyp size to optimize endoscopic surgery (38).

An important mechanism in the development of cell injury due to reactive species
is lipid peroxidation of polyunsaturated fatty acids in cell membranes, leading to
the formation of products such as MDA which is an end product of lipid
peroxidation (39). Dogru et al. (6) reported that MDA levels were higher in NP
tissue when compared to the nasal mucosa used as a control. Many studies use
nasal mucosa as a control group (1, 6, 9, 10, 20, 40, 41). In this study, the
objective was to compare the data of patients with polyposis 3 groups, and then
decided to consider the group with polyposis not associated with other diseases
such as control.

This work shows low levels of MDA and Vitamin E in the asthma group when
compared with the control group. Therefore, it can be inferred that the lipid is
protected from damage by vitamin E in that group, because tocopherols and
tocotrienols inhibit lipid peroxidation, they scavange lipid peroxyl radicals (42). It is
well known that Vitamin E is absorbed through the diet and can be mobilized for
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different tissues according to the injury occurred (43, 44), then, it is possible that
vitamin E could migrate to the polyp tissue and prevent further damage to the
nasal mucosa (lipoperoxidation ) and the low levels of vitamin C lead to low levels
of vitamin E, in the asthma group. This happens because the ascorbate
regenerates the a-tocopherol, donating hydrogen. As a result, the ascorbate
becomes semidehydroascorbate (45). Therefore, without ascorbate does not
occur regeneration of vitamin E. However, we cannot rule out the possibility that
variations in the levels of vitamin E be due to the diet of patients. There are no
studies that measure the levels of vitamin E and C in patients with asthma. But
there are several clinical trials with administration of these vitamins in patients
(46).

4. Conclusion

Polyps of patients with asthma have changes in enzymatic defense pathways
related to hydrogen peroxide and lipid peroxidation and polyps of patients with
Widal triad present changes in nitric oxide and glutathione. This happened
because there are similarities and differences in the groups and, based on the
results obtained, cannot elucidate one of the exact redox classification that
identifies and/or clinical group differs from another.

The oxidative stress could point to as a participant in both the inflammation
process as well as the subsequent formation of the polyp. However, others types
of analysis and/or strategies are necessary to elucidate better redox classification.
Here are some suggestions: increase the number of samples per group;
homogenize the size of the groups and collect NP along with blood samples from
the same patient to make a redox comparison between the two samples and
among the three groups.
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Table I: Anthropometric and laboratory data

Dependent Variable Control Group Asthma Group Widal Group
Age 46.66 2.72 50.052.93 2.93 42.5 * 3.91
Glucose (mg/dL) 9581 + 1.62 92.65 + 1.81 9225 + 2.64
Creatine (mg/dL) 0.88 + 0.03 0.96 + 0.04 0.87 + 0.06
Uric acid (mg/dL) 5.43 + 0.3 5.24 + 0.34 5.24 + 0.49
Cholesterol (mg/dL) 171.24 + 5 160.59 + 5.56 168.88 =+ 8.11
Triglycerides (mg/dL) 149.1 3.92 121.6 * 4.36* 141.38 + 6.36
HDL (mg/dL) 67.14 + 2.18 70 + 2.42 68.13 + 3.53
LDL (mg/dL) 93.89 3.92 89.06 * 4.36 86.25 + 6.35
Erythrocytes (mill/uL) 4979 £ 0.09 491 + 0.1 4.79 + 0.15
Hemoglobin (g/dL) 1551 + 0.32 15.15 + 0.36 14.69 + 0.53
Leukocytes (/uL) 7970.19 +  393.73 7610 + 437.61 78075 + 637.91
Basophils (/L) 70.76 5.73 51.71 * 6.4 60.13 = 9.3
Eosinophils (/uL) 337.48 25.13 529.24 +  27.93* 539.38 +  40.72*
Neutrophils (/uL) 4018.71 +  243.33 4003.47 = 27045 4046.5 +  394.25
Lympocytes (/uL) 2365.43 + 17491 2613.03 + 19441 2784.88 283.4
Platelets (/uL) 234810 + 13419.11 285706 + 1491451 287125 + 21741.45
Data is given as mean + SE unless otherwise noted.
*p< 0.05 when compared with the control group.
Table II: Polyps size and nasal polyp tissue biomarkers
Dependent Variable Control Group Asthma Group Widal Group
Polyps size (g) 243 + 0.18 218 + 0.21 2.57 + 0.18
Carbonyl group (nmol/g) 0.07 <+ 0.02 0.07 <+ 0.02 0.08 t 0.01
GST (U/mg) 14 + 049 15 + 022 1.96 + 021
SOD (U/mg) 714 + 135 5.16 + 0.76 8.16 + 0.93
GSH (umol/mg) 0.06 + 0.01 009 + 0.01 0.12 + 0.01
GPx (U/g) 153 + 37.11 508 + 7.67 13298 + 8.02
NO, & NO3z(nmol/mg) 1595 + 1.38 19.73 + 341 3334 + 1048

Data are given as mean +SE unless otherwise noted.
*p< 0.05 when compared with the control group.
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4. RESULTADO SUPLEMENTAR

Figura 2: Histologia do tecido de pdlipos nasais. |- Grupo controle, II- Grupo asma e
Ill- Grupo Widal. As setas indicam a concentracdo dos eosinofilos em cada grupo.

Coloragdo Hematoxilina-Eosina, 50X. Figuras representativas.
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5. DISCUSSAO SUPLEMENTAR

Para avaliar as implicacdes do estresse oxidativo (EO) na patogenia da PN
foram analisados diversos antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos assim
como danos oxidativos em proteinas e lipidios e a quantidade de éxido nitrico em
tecidos de polipos retirados de pacientes com PN, a fim de elucidar as diferencas

de perfil clinico da PN e suas associacodes.

Todas as medidas foram comparadas, analisadas e associadas aos

diferentes tipos de PN com vista ao melhor diagndéstico e prognostico da doenca.

O trabalho foi feito com trés tipos de PN. O grupo controle, PN sem
associacdo a doenca, grupo 2 ou grupo asma, PN associada a asma e grupo 3 ou
grupo Widal, que é a associacdo de PN, asma e intolerancia ao AAS. As maiorias
dos trabalhos de PN utilizam mucosa nasal como grupo controle (Dagli et al.,
2004; Dogru et al., 2001; Karlidag et al., 2005; Ye et al., 2015). Neste trabalho se
usou PN como grupo controle uma vez que o objetivo era comparar os trés tipos
de PN.

E sabido que os pélipos sdo geralmente moles, brilhantes, com coloracio
levemente rosada ou acinzentada, com superficie lisa, indolor a palpagédo e de
aspecto translicido e que na maioria dos casos eles aparecem ap6s de um
processo inflamatorio que ocorre na mucosa das cavidades nasais e paranasais,
podendo ser Unicos ou multiplos e também unilaterais ou bilaterais e de tamanho

variavel (Miyake & Voegels, 2002).

Na literatura esta bem descrito que o processo inflamatério acarreta
mudancas na formacao de células sanguineas e a mobilizacdo delas ao lugar da
inflamacdo (Wardlaw et al., 1995; Rochester et al.,, 1996; Ying et al.,, 1995). A
eosinofilia pode ocorrer por um processo infeccioso por parasitas, alergia (como
asma e intolerancia ao AAS) e outras diferentes doencas (Zhou et al., 2015).
Neste sentido, se observa (Tab. 1 — do Artigo) uma diferenca significativamente
maior nos eosindfilos em dois grupos, asma e Widal, em relacdo ao grupo
controle. Aumento dos eosindfilos pode ser observado ao comparar a histologia

de cada um dos pdélipos (Figura 2— Resultados Suplementar).
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Sabe-se que os eosindfilos aumentados podem ocorrer por asma e alergia
e que a alta concentracdo de células inflamatérias pode levar & sobre producao
de ER. Células inflamatérias como eosinéfilos e macrofagos podem produzir uma
elevada quantidade de ER (Millar et al., 2003; Bowler & Crapo, 2002).

ER incluem ions de oxigénio, nitrogénio, radicais livres e perdxidos, tanto
inorganicos como organicos e as ER sao formadas pelo metabolismo normal da
célula (Halliwell, 1987; Karlidag et al., 2005). As ER estdo envolvidas na producao
de energia, crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo celular, sinalizacao,
morte celular programada, envelhecimento, entre outras importantes funcgdes
celulares (Ye et al.,, 2015). Fisiologicamente as ER sdo mantidas em equilibrio
com o sistema de defesa antioxidante enzimatico e ndo enzimético no corpo,
processo denominado balanco redox (Cheng et al, 2006). As ER séao
normalmente controladas por enzimas antioxidantes com SOD, CAT,
peroxirredoxinas, GPx, e GST e também por antioxidantes ndo enzimaticos com

GSH, a-tocoferoal, retinol, acido ascoérbico entre outros (Cheng et al., 2006)

Vérias teorias foram propostas para explicar a etiologia da PN, entre elas
estdo a teoria de adenomas e fibromas, teoria da hiperplasia glandular, teoria do
transporte iGnico e muitas outras (Settipane, 1996). Novos estudos estao
investigando as ER na etiologia e formacdo da PN demonstrando fortes
evidéncias de que o EO esta implicado na patogénese desta condicao (Taysi et
al., 2006).

ERNs séo principalmente formadas pelo 6xido nitrico (NO). No estado de
repouso, o NO é considerado uma molécula de sinalizacédo. As fontes de NO sao
trés sintases de Oxido nitrico (NOSs): a. NOS constitutiva, a qual € encontrada no
epitélio respiratorio, vasos sanguineos e terminagdes nervosas; b. NOS induzivel,
encontra-se no epitélio respiratorio e em macrofagos ativados (Kobzik et al., 1993)
e ¢. NOS neural, encontrada em plexo nervoso (Guembe & Villaro, 1999). No
tecido muscular das vias respiratorias o NO pode agir como um bronco dilatador,
mas no epitélio o NO funciona como regulador da resposta imune (Bowler &
Crapo — 2002).
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Neste trabalho, pacientes do grupo Widal demonstraram um aumento
significativo nos niveis de NO; e NO3; e de GSH em comparacao a grupo controle
(Tab. 2 — do Artigo), o aumento de NO, e NO3 poderia ser pelo aumento de
células inflamatérias, que estdo concentrados nos tecidos dos pélipos da mucosa

nasal e a intolerancia ao AAS poderia ajudar com 0 aumento no niumero destas.

Parikh et al. demonstraram que a forma NOS induzivel, esta presente no
epitélio nasal e ha um aumento da sua atividade em NP, especialmente em
pacientes sensiveis a aspirina, isso poderia explicar o aumento de NO, e NO3 no
grupo Widal (Parikh et al., 1999). O tratamento farmacoldgico com esteroides
topicos ou sistémicos leva ao aumento da concentracdo de NO em exalados em
pacientes com asma (Kharitonov et al., 1994). Tratamento com corticoides topicos
ou sistémicos é de uso comum na PN para reduzir o tamanho deles (Lildholdt et
al., 1997; Karlsson & Runderantz, 1982), mas neste trabalho nao foi feito um
levantamento para descobrir se os pacientes cumpriram com a rotina de tomar os
medicamentos corticoides por sete dias, e por isso ndo podemos afirmar que o

aumento do NO seja pelo medicamento.

O aumento de NO observado no grupo Widal deste trabalho pode
aumentar a inducéo da sintese de glutationa total (tGSH), o que poderia explicar
os resultados observados. Moellering et al. e Li et al. demonstraram que, em
células endoteliais, o NO aumenta a concentracdo intracelular de GSH por
inducdo da enzima y-glutamil cisteina sintase (GCS), enzima que limita a sintese
de glutationa e também limita a taxa de captacdo da cistina (Moellering et al.,
1998; Li et al., 1999).Esta relacéo entre o aumento de NO, e NO; e a sinteses de

GSH poderia explicar o aumento de tGSH no grupo Widal,

Para os niveis baixos de GPx (Tabela 2 — do Artigo), consumo de H,0O,
(Figura 1: A — do Artigo) e MDA (Figura 1: B — do Artigo) achados no grupo asma
com relagdo ao grupo controle, poderiamos dizer, com base nos resultados
obtidos, que os pacientes do grupo asma se encontram no periodo de
exacerbacdo da doenca. Yalcin et al. demonstraram que a asma bronquial pode
ser encontrado em dois periodos: estavel e exacerbacdo. No periodo de

exacerbagdo ha um aumento na gravidade de um sintoma ou de uma doencga, ha
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uma reducdo nos niveis de glutationa reduzida, GPx, catalase e MDA, enquanto
qgue os niveis de eosindfilos continuam elevados em ambos os periodos (YALCIN
et al. 2012). Esta relacdo entre a exacerbacdo e os baixos niveis de GPX,
consumo de H,0O, e MDA e os altos niveis de eosinofilos obtidos no grupo asma,

poderia explicar os resultados achados neste trabalho.

O MDA é considerado um candidato potencial para ser escolhido como um
biomarcador geral de dano oxidativo em lipidios, ele é um produto secundario da
peroxidagao lipidica, derivado da B-ruptura de endociclizacdo de &cidos graxos
poli-insaturados com mais de duas duplas ligaces, tais como acido linoleico,
araquidénico e docosaexaenoico (Kadiiska et al., 2005). Dogru et al. relataram
que os niveis de MDA foram maiores no tecido NP quando comparado com a

mucosa nasal utilizada como um controle (Dogru et al., 2001).

Este trabalho mostra baixos niveis de MDA e vitamina E (Figura 1: Be C —
do Artigo) no grupo de asma quando comparado com o grupo controle. Portanto,
pode-se inferir que os lipidios sdo protegidos de dano oxidativo por acdo da
vitamina E neste grupo. Os tocoferdis e tocotriendis inibem a peroxidacéo lipidica

ao eliminar os radicais peroxil lipidicos (Halliwell & Gutteridge, 2015).

Sabe-se que a vitamina E pode ser mobilizada de um lugar para outro no
organismo (Green & Riley, 1981; Hussain, 2014; Barreiros et al., 2006) , e com
base disso poderiamos supor que a vitamina E migrou para o tecido do pdélipo
para prevenir mais danos na mucosa nasal. O ascorbato regenera o a-tocoferol
pela doacdo de um hidrogénio, como resultado disto o ascorbato torna-se semi
dehidroascorbato (Barreiros et al., 2006). Os baixos niveis da vitamina C
poderiam levar a um baixo nivel de vitamina E ja que ndo haveria quantidade de
ascorbato para poder regenerar o a-tocoferol. Como o estudo demonstrou que 0s
niveis da vitamina C ndo foram detectados nos trés grupos, mesmo com uma
técnica sensivel como HPLC, acredita-se que isso influenciaria nos niveis da

vitamina E.
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6. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Conforme a revisdo da literatura realizada no presente trabalho sabe-se
que a PN é uma doenca com uma incidéncia alta. Tanto com tratamento
farmacoldgico e cirargico existe uma alta porcentagem de recidiva nos pacientes

com PN.

N&o ha um estudo que compare a PN, PN e associacbes e medidas
antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos, danos em proteinas e lipidios e
niveis de NO, e NO3. Neste trabalho foi avaliado o EO em trés grupos de pdélipos,
analisando parametros de danos em proteinas (grupo carbonila) e danos em
lipideos (MDA) para fazer uma associacao e diferenca entre 0s grupos. Foram
quantificadas as atividades dos antioxidantes enzimaticos SOD, GPx e GST, os

resultados foram analisados e comparados entre 0s grupos.

As alteracOes nos perfis oxidativos encontradas, poderiam apontar ao EO
como participante tanto do processo da inflamacdo assim como na subsequente

formacao do pdlipo.
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7. PERSPECTIVAS

Com a conclusédo deste trabalho podemos pensar em novas estratégias
para elucidar as implicacées do EO, PN e PN e associacfes (asma e asma com

intolerancia ao AAS).
Estas novas estratégias podem ser:

a. aumentar o tamanho das amostras,
homogeneizar o nUmero de paciente nos trés grupos,
c. fazer coleta tanto de tecido do podlipo e tecido sanguineos para novos

estudos (bioquimicos e genéticos)
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9. ANEXOS

Anexo 1: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da ISCMPA.

IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO { Qmﬂm’
ALEGRE - ISCMPA osd

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADODS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo de Estresse Oxidativo em Pacientes com Polipose MNasal
Pesquisador: MARA DA SILVEIRA BENFATO

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 25856014.0.0000.5335

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

DADODS DO PARECER

Humero do Parecer: 622.164
Data da Relatoria: 07/04/2014

Apresentagio do Projeto:

Estudo do tipo int&r\rengtﬁn.fexperimental, a ser realizado em 100 pacientes que possuem Polipo nasal e
necessitam realizar a retirada dos mesmos a qual sera realizada na Irm. Santa Casa de Misericordia de
Porto Alegre. Apds este procedimento este Polipo sera analisado para verificar ser ha comelagdo entre o
estresse oxidative e a formage de pélipos nasais.

Objetive da Pesquisa:

Conforme ja referido em parecer antericrmente emitido.
Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Conforme ja referido em parecer anteriormente emitido

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Conforme ja referido em parecer anteriormente emitido.

Consideragies sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

Conforme ja referido em parecer anteriormente emitido.

Recomendagdes:
N&o aplicavel.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Foram adequados:

Enderego: R. Prof Annes Dias,285 Hosp.Dom Vicente Scherer

Bairro: 4° andar - Centro CEP: 00.020-000
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3214-8571 Fax: (51)3214-B571 E-mail: cep@santacasa tchebr
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IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO W
ALEGRE - ISCMPA asl

Confnuagdo o Parecer 522 164

1. "0 TCLE estd sem espago para escrever o nome do paciente, a assinatura e a data, assim como o do

pesquisador”. inserido em 04/04/2014, um novo modelo de TCLE onde constam os dados acima solicitados.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da COMEP:

Mao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Apds reavaliagdo do protocolo acima descrito, o presente comité ndo encontrou ébices guanto ao
desenvolvimento do estudo em nossa Instituicdo e podera ser iniciado a partir da data deste parecer.

QObs.: 1 - O pesquisador responsavel deve encaminhar & este CEP, Relatdrios de Andamento dos Projetos
desenvolvidos na ISCMPA. Relatorios Parciais (pesquisas com duragdo superior 8 6 meses), Relatérios

Finais (ao términc da pesquisa) e os Resultados Obtidos (copia da publicagdo).

2 - Para o inicio do projeto de pesquisa, o investigador devera apresentar a chefia do servico (onde sera

realizada a pesquisa), o Parecer Consubstanciado de aprovagdo do protocolo pelo Comité de Etica.

FORTO ALEGRE, 23 de Abril de 2014

Assinador por:
Claudio Teloken
(Coordenador)

Enderego: R. Prof Annes Dias, 285 Hosp.Dom Viesnte Scherer

Bairro:  ©° andar - Ceniro CEP: 20.020-000
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: [51)3214-8571 Fax: (51)2214-8571 E-mail: cepi@santacasa iche.br
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO: ESTUDO DE
ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES COM POLIPOSE NASAL,

Porto Alegre / /

O tema escolhido se justifica pela importancia de relacionar medidas de estresse
oxidativo a diferentes tipos de polipose nasal a fim de contribuir para o melhor
esclarecimento destas diferentes patologias, tendo em vista, o melhor diagnéstico
e prognéstico da doenga, sendo necessarios maiores estudos.

O trabalho esta sendo realizado sob a supervisdo e orientagdo do professor Dr.
Guilherme Franche, Otorrinolaringologista do Hospital Santa Casa de Misericordia
e Dra. Mara da Silveira Benfato da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).

Sendo assim, vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa académica
com o nome: “ESTUDO DE ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES COM
POLIPOSE NASAL”, o qual tem como objetivo principal Avaliar o estresse
oxidativo em polipos nasais extraidos de pacientes com polipose nasossinusal e
asma, pacientes com polipose nasossinusal, asma e intolerancia a acido

acetilsalicilico (Sindrome de Widal) e pacientes com polipose nasossinusal.

O material biolégico a ser utilizado na pesquisa serdo polipos nasais, obtidos
cirurgicamente pelo especialista em ORL Dr. Guilherme Franche. Este é o

procedimento padréo realizado para a retirada completa do pélipo nasal.

Procedimento do Estudo: ApoOs a coleta, uma parte do pdlipo sera levada ao
laboratorio de Patologia do Hospital Santa Casa de Misericordia e a outra parte
sera conservada em nitrogénio liquido e encaminhada para o Laboratério de
Estresse Oxidativo no Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), para analises bioquimicas.

Este estudo pretende comparar os parametros de estresse oxidativo associados

aos polipos nasais.
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INFORMACAO: A polipose nasal é uma doenca inflamatéria que se da na maior

parte dos casos na mucosa dos seios paranasais, podendo levar a formacao de
tumores benignos, pela cicatrizacdo e a formacéo de crostas. Os mecanismos de
formacao de pdlipos nasais ainda ndo sdo bem compreendidos, mas sabe-se que

isto esta relacionado com mudancas nas defesas das células.

Riscos: Em relac&o ao projeto ndo ha riscos para os pacientes uma vez que serao
utilizados os polipos nasais que sdo extraidos e enviados para a biopsia no
laboratério de Patologia do hospital Santa Casa de Misericordia. A coleta das
amostras sera feita através da cirurgia do poélipo por um especialista em ORL, Dr.

Guilherme Franche com riscos inerentes a mesma.

Beneficios: Os beneficios incluem o melhor conhecimento sobre a associacao da

polipose nasal e, melhorando o tratamento de pessoas afetadas por esta doenca.
Custo: A participacéo no estudo nao gera custo ao paciente ou familiar.
Os dados de identificacédo serdo confidenciais e os homes reservados.

Os dados obtidos serdo utilizados somente para este estudo, sendo 0s mesmos
armazenados pelo (a) pesquisador (a) principal durante 5 (cinco) anos e apoés

totalmente destruidos (conforme preconiza a Resolucéo 196/96).

EU recebi as informacdes sobre

0S objetivos e a importancia desta pesquisa de forma clara e concordo em

participar voluntariamente do estudo.
Declaro que também fui informado:

- Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento acerca
dos assuntos relacionados a esta pesquisa;

s

- De que minha participagdo € voluntaria e terei a liberdade de retirar o meu
consentimento, a qualguer momento e deixar de participar do estudo, sem que
isto traga prejuizo para a minha vida pessoal e nem para o atendimento prestado

amim;
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- Da garantia que nao serei identificado quando da divulgacdo dos resultados e
que as informacdes serdo utilizadas somente para fins cientificos do presente

projeto de pesquisa;

- Sobre o projeto de pesquisa e a forma como sera conduzido e que em caso de
davida ou novas perguntas poderei entrar em contato com o Dr. Guilherme
Franche ORL da Santa Casa da Misericordia, pelo telefone (51)8181 8493, email:
g.franche@hotmail.com ou com a Dra. Mara da Silveira Benfato, telefone
(51)3308 7603, email: mara.benfato@ufrgs.br e Dr. Claudio Teldken, 3214 8571,
Coordenador do Comité de ética em Pesquisas da Santa Casa da MisericOrdia de
Porto Alegre.

. Declaro que recebi copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,

ficando outra via com o pesquisador.

Nome Assinatura Carimbo

Dra. Mara da Silveira

Benfato

Pesquisadores Dr. Guilherme Franche

Diego Mena Canata

Paciente

Representante

do paciente
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Anexo 3: Termo de Compromisso par utilizacdo de Dados e Prontuérios.

TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZACAO DE DADOS E
PRONTUARIOS

“Estudo de Estresse Oxidativo em Pacientes com Polipose Nasal”

Os autores do projeto de pesquisa comprometem-se a manter o sigilo dos
dados coletados em prontuarios e banco de dados referentes a pacientes
atendidos no (a) Hospital Santas Casa de Misericordia. Concordam,
igualmente, que estas informacfes serdo utilizadas Unica e exclusivamente com
finalidade cientifica, preservando-se integralmente o anonimato dos pacientes.
Irdo cumprir todos os termos das Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Resolucdo 466/12do Conselho Nacional
de Saude).

Porto Alegre, de de

Pesquisadores Envolvidos

Nome Completo Assinatura

Doutor Guilherme Luis da Silva Franche

Doutora Mara da Silveira Benfato

Licenciado Diego Antonio Mena Canata
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Anexo 4: Declaracao de uso e publicacéo de dados.

DECLARACAO DE USO E PUBLICACAO DE DADOS

Protocolo: “Estudo de Estresse Oxidativo em Pacientes com Polipose Nasal”

Pesquisador Responsavel:

Conforme estipulado na Resolucdo 466/12CNS/MS, venho por meio desta,
declarar que estou comprometido em publicar a pesquisa clinica supracitada
assegurando que os resultados serdo reportados de maneira ética, responsavel e
coerente, sejam eles favoraveis ou nao.

Porto Alegre, de de

Pesquisadores Envolvidos

Nome Completo Assinatura

Doutor Guilherme Luis da Silva Franche

Doutora Mara da Silveira Benfato

Licenciado Diego Antonio Mena Canata
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Anexo 5: Declaracao de uso de dados e Materiais.

DECLARACAO DE USO DE DADOS E MATERIAIS

Protocolo: “Estudo de Estresse Oxidativos em Pacientes com Polipose Nasal”

Pesquisador Responsavel:

Declaramos que os dados obtidos e os materiais biolégicos coletados no estudo
serdo utilizados exclusivamente para as finalidades descritas no protocolo e no termo de
consentimento livre e esclarecido. Nao havera teste além daqueles descritos no protocolo
e nao héa previsdo de armazenamento das amostras bioldgicas para testes futuro, sendo
as mesmas apropriadamente destruidas ap6s o uso.

Porto Alegre, de de

Pesquisadores Envolvidos

Nome Completo Assinatura

Doutor Guilherme Luis da Silva Franche

Doutora Mara da Silveira Benfato

Licenciado Diego Antonio Mena Canata
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Anexo 6: Declaracéo de Riscos e Beneficios.

DECLARACAO DE RISCOS E BENEFICIOS

Protocolo: “Estudo de Estresse Oxidativo em Pacientes com Polipose Nasal”

Pesquisador Responsavel:

Declaramos que serao instituidos os cuidados necessarios para minimizar todos
0s riscos relativos a violagdo ou quebra do sigilo dos dados envolvendo a pesquisa
clinica com seres humanos conforme previsto na Resolugéo 466/2012 CNS/MS, gerando
para seus participantes o minimo de riscos possiveis, tudo no sentido de que o risco se
justifique pelo beneficio esperado com o desenvolvimento da pesquisa.

Na pesquisa experimental o beneficio serd maior ou no minimo igual as
alternativas ja estabelecidas para a prevencdo, o diagndstico e o tratamento existentes.

Porto Alegre, de de

Pesquisadores Envolvidos

Nome Completo Assinatura

Doutor Guilherme Luis da Silva Franche

Doutora Mara da Silveira Benfato

Licenciado Diego Antonio Mena Canata
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Anexo 7: Declaragdo de Confidencialidade do Sujeito no Estudo.

DECLARACAO DE CONFIDENCIALIDADE DO SUJEITO NO ESTUDO

Protocolo: “Estudo de Estresse Oxidativo em pacientes com Polipose Nasal”

Pesquisador Responsavel:

Asseguramos que o0s sujeitos de pesquisa incluidos no protocolo “Estudo de
Estresse Oxidativo em pacientes com Polipose Nasal” terdo a sua confidencialidade
resguardada pela equipe envolvida na conducdo do projeto de pesquisa e que em
nenhum momento a identidade sera revelada, conforme disposto na Resolugao 466/2012
seus complementares, e demais normas legislativas vigentes.

Porto Alegre, de de

Pesquisadores Envolvidos

Nome Completo Assinatura

Doutor Guilherme Luis da Silva Franche

Doutora Mara da Silveira Benfato

Licenciado Diego Antonio Mena Canata
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1.

10. CURRICULUM VITAE

Dados Pessoais:

Nome: Diego Antonio Mena Canata.

Filiagdo: Antonia Isabel Canata e Carlos Maria Mena.
Naturalidade: Assungdo.

Nacionalidade: Paraguaia.

Data de Nascimento: 13, maio, 1980.

RG: V906741-0.

CPF: 869.572.280-53.

Endereco Residencial:

Medianeira, 297.

Santa Isabel — Viamao.

94480-600, RS — Brasil.

Telefone: (+55) 51 3435 2503.
Telefone Celular: (+55) 51 8552 9457.

Endereco Profissional:

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Laboratdrio de Estresse Oxidativo, Depto. de Biofisica.
Av. Bento Gongalves, 9500.

Agronomia - Porto Alegre.

91501 - 970, RS - Brasil.

Telefone: (+55) 51 3308 7372

Endereco Eletronico:

E-mail para contato: menacanatadiego@gmail.com
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5.

Formacgdo Académica/Titulagdo:

2014 - 2016: Mestrado em Biologia Celular e Molecular: PPGBCM — UFRGS. Porto Alegre,
RS — Brasil.
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Curso de Extensao, Introdugio a Biologia Forense, PUCRS. Maio/Junho 2013.

Curso de Extensdo, Evaluacion de Riesgos de Productos de Biotecnologia Moderna en el
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8. Linguas:

Espanhol: Nativo.

Portuguesa: Intermedidrio na Proficiéncia de Lingua Portuguesa.

Inglesa: Médio.
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