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RESUMEN

La rinosinusitis crénica con poliposis nasal (RSCcPN) es una enfermedad
inflamatoria de gran prevalencia. Los sintomas tipicos consisten en obstruccion
nasal, rinorrea y pérdida de olfato. De etiologia desconocida, el objetivo del
tratamiento es el de mejorar el cuadro clinico. Este esta basado en la
administracion de corticoides tépicos u orales, en ciclos cortos, reservando la
cirugia para aquellos pacientes que no responden a tratamiento

médico (Fokkens, Lund, Mullol, & Al., 2012).

Recientemente existe un interés creciente en identificar diferentes fenotipos de
pacientes con RSCcPN, con los mismos sintomas y exploracion clinica, y
diferentes mecanismos moleculares, lo que podria explicar la gran variedad de
respuesta al tratamiento (Van Zele et al., 2010; Wen et al., 2012; Akdis et al.,
2013). Por otro lado, los corticoides orales que son frecuentemente utilizados
para tratar esta heterogénea enfermedad, suelen acompanarse de multiples
efectos adversos, como la alteracion en el metabolismo de la glucosa, atrofia
muscular o Ulcera gastrica (Cave, Arlett, & Lee, 1999). Por ello, identificar
marcadores moleculares para encontrar fenotipos sensibles a corticoides orales

podria ser Gtil para individualizar el tratamiento.

HIPOTESIS

La metaloproteinasa de la matriz 2 y 9 (MMP-2 y MMP-9) y su inhibidor tisular
(TIMP-1) estan involucrados en la remodelacién tisular en multiples procesos.
Estos hallazgos son tipicos de esta enfermedad. Por otro lado, la interleuquina
5 (IL-5), tiene un importante papel en la activacion, atraccién e inhibicion de la

apoptosis de eosindfilos, célula inflamatoria clave en la RSCcPN. Por ello



podrian ser considerados como marcadores de la actividad inflamatoria o
remodelatoria de esta patologia. Aquellos pacientes con altos niveles de estos

marcadores podrian ser pacientes mas sensibles a corticoesteroides.

OBJETIVOS:

1.- Confirmar el aumento de expresion y actividad de MMP-2 y MMP-9 en
muestras de pélipo nasal.

2.- Estudiar la relacion entre la expresion de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e IL-5 en
pélipo nasal previo a tratamiento y la mejoria clinica debido a corticoides orales

en RSCcPN, medido mediante parametos objetivos y subjetivos.

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron muestras de polipo nasal de 15 pacientes y se procesaron para
western-blot y cimografia para el analisis de expresion y actividad de MMP-2 y
MMP-9. Como muestras control se tomaron biopsias de mucosa de cornete
inferior de pacientes que fueron sometidos a cirugia funcional, sin patologia
inflamatoria nasosinusal.

Para el estudio del papel pronéstico de MMP-9, TIMP-1 e IL-5 en la RSCcPN,
se tomaron muestras de pélipo nasal procedente de veinte pacientes. De nuevo
como control se tomaron muestras de cornete inferior de diez paciente
sometidos a cirugia por hipertrofia de cornetes.

La gravedad de la RSCcPN fue evaluada mediante escala visual anal6gica
(VAS) de obstruccidén nasal, rinorrea, hiposmia y presion facial, mientras que
los parametros clinicos objetivos se registraron mediante olfatometria,

endoscopia nasal y tomografia computerizada (TC). A todos se les tomé



muestras de pdlipo nasal, obtenidas en consulta e inmediatamente
almacenadas a -80° C. Todos los pacientes recibieron una pauta
metilprednisolona oral de quince dias. Tras una semana de tratamiento los
pacientes fueron de nuevo evaluados, tomandose una nueva muestra de polipo
nasal en ocho de ellos. El seguimiento fue de al menos un afio con revisiones
en consulta cada tres meses.

Se estudid la relacion entre la mejoria clinica tras administracion de corticoides
orales y la expresion de ARNm de MMP-9, TIMP-1 e IL-5 en muestras de pélipo

nasal previo al tratamiento.

RESULTADOS

Los resultados confirmaron el aumento de expresion y actividad de MMP-9 en
pdlipo nasal cuando se compard con mucosa nasal procedentes de pacientes
control.

La administracion de corticoides orales no tuvo el mismo efecto en todos los
pacientes. De este modo se observé la existencia de correlacion lineal entre la
mejoria subjetiva y olfatometria con los niveles de ARNm de IL-5 procedentes
de muestras de poélipo nasal. Aquellos pacientes con alta concentracién de
ARNm de IL-5 previo a tratamiento mostraron una mayor mejoria de
paramentros subjetivos y objetivos, que aquellos con baja concentracion. Estos
resultados se comprobaron mediante inmunohistoquimica. La mejoria obtenida
con el test de olfatometria tras tratamiento presentaba correlacion lineal con la
disminucién de los niveles de IL-5 tras tratamiento. Sin embargo, el grupo de
pacientes con mayores niveles de ARNm de IL-5 se operaron mas
frecuentemente, durante el tiempo del estudio, que los pacientes con niveles

mas bajos.



No se objetivo relacidn entre mejoria clinica tras tratamiento y los niveles de

ARNmM de MMP-9 y TIMP-1.

CONCLUSIONES

1.- La expresion y actividad de MMP-9, no de MMP-2, estan aumentadas en
poliposis nasal.

2.- Aunque el tratamiento con corticoides orales es una opcién terapéutica util,
no todos los pacientes presentan una mejoria importante tras su
administracion.

3.- Altos niveles de ARNm de IL-5, procedentes de muestra de poélipos nasales,
se relacionan con mejoria mas extensa de pardmentros clinicos objetivos y
subjetivos tras tratamiento.

4.- Existe correlacion lineal entre mejoria del olfato y disminucién de ARNm de
IL-5 en pélipo nasal tras tratamiento.

5.- La relacion entre ARNm de IL-5 y la mejoria clinica es independiente del
grado de infiltracidn eosinofilica de los pélipos nasales.

6.- Altos niveles de ARNm de IL-5 en pdlipo nasal aumenta el riesgo de

someterse a cirugia endoscépica nasosinusal.



SUMMARY

Chronic rhinosinusitis with nasal polyps (RSCcPN) is an inflammatory disease
of great prevalence. Nasal obstruction, rhinorrea and smell loss are typical
symptoms. With an unknown etiology, the aim of its treatment is to improve its
symptoms. It is based on administration of topical or oral short courses of
corticoesteroids. Surgery is indicated to those patients who do not improve after
medical therapy (Fokkens, Lund, Mullol, & Al., 2012).

Recently, there is a growing interest in identifying different phenotypes of nasal
poliposys, which may develop different molecular mechanisms with the same
symptoms and examination. This could explain why there is a great variety of
treatment’s results (Van Zele et al., 2010; Wen et al., 2012; Akdis et al., 2013).
On the other hand, oral corticoesteroids are largely used to treat this
heterogeneous disease, despite the presence of many adverse effects related
to continuous use as alterations on glucose metabolism, muscular atrophy or
gastric ulceration (Cave, Arlett, & Lee, 1999). Thus, identifying molecular
markers to find sensitive phenotypes to oral corticoesteroid could be helpful to

customize the treatment.

HYPOTHESIS

Matrix metalloproteinase 2 and 9 (MMP-2 and MMP-9) and its tissular inhibitor
(TIMP-1) are involved in usual tissue remodelling in this disease. On the other
hand, interleukin 5 (IL-5) has an important role in activation, attraction and
inhibition of apoptosis of eosinophils, which are key inflammatory cells in
RSCcPN. Therefore, they have to be considered as reliable markers of

inflammatory or remodellatory activity of this disease.



Patients with high level of these markers could be more sensitive to

corticoesteroids.

OBJECTIVES

1.- To confirm the high expression and activity of MMP-2 and MMP-9 in nasal
polyp samples.

2.- To study the relationship between expression of MMP-2, MMP-9, TIMP-1
and IL-5 in nasal polyps prior to treatment and the clinical improvement due to
oral corticosteroids in RSCcPN measured by subjective and objective

parameters.

MATERIAL AND METHODS

Nasal polyp samples from fifteen patients were taken and processed by
western-blot technique and zimography to asses expression and activity of
MMP-2 and MMP-9.

Samples of nasal mucosa from inferior turbinates of patients without
inflammatory nasosinusal disease, who underwent functional nasal surgery,
were taken as control samples.

To study the prognostic role of MMP-9, TIMP-1 and IL-5 in RSCcPN disease,
nasal polyp samples were obtained from twenty patients with nasal polyps.
Mucosa samples from inferior turbinate surgery of ten patients were taken as
control patients.

The severity of symptoms of the RSCcPN were evaluated by visual analogic
scale (VAS) of nasal obstruction, rhinorrea, hyposmia and facial pressure and

objective clinical parameters by olfactometry test, nasal endoscopy and



computerized tomography (CT).

Sample of nasal polyps were obtained in the medical office and immediately
stored at -80°C. All of the patients were treated with fifteen day oral course of
metilprednsolone.

After one week of treatment, patients were evaluated again and new nasal
polyp samples were obtained from eight of them. Patients were followed one
year long with examinations every three months.

We studied the relationship between the clinical improvement after oral
corticosteroid course and the expression of mRNA of MMP-9, TIMP-1 and IL-5

pre-treatment in nasal polyp samples.

RESULTS

Results confirm the overexpression and overactivity of MMP-9 in nasal polyps
when compared to control nasal mucosa.

After oral corticosteroid treatment, improvement was not the same in all of
them. We observe a lineal correlation between subjective improvement (VAS)
and olfactometry test with the levels of mMRNA IL-5 from nasal polyps. Patients
with higher concentration of mRNA IL-5 showed a significant higher
improvement of both parameters (VAS and olfactometry test) than those with
low levels. This observation was confirmed with immunohystochemistry. Lineal
correlation was confirmed as well when comparing olfactomery test
improvement after one week of methylprednisolone and the decline of mRNA
IL-5 in nasal polyps after treatment. However, the group of patients with high
levels of mRNA of IL-5 was more likely to undergo surgery.

No relationship was observed between clinical improvement after treatment and

levels of mMRNA of MMP-9 and TIMP-1.



CONCLUSIONS

1.- Expression and activity of MMP-9 are increased in nasal polyps, but not in
the case of MMP-2.

2.- Although oral corticoesteroids treatment is a useful option, not all patients
experiment an extense improvement after administration.

3.- High levels of mRNA of IL-5 from nasal polyp samples were related to a
significant improvement of both subjective and objective clinical parameters
after oral corticoesteroid treatment.

4.- There is a lineal correlation between improvement of smell and decline of
mRNA IL-5 levels in nasal polyps after treatment.

5.- The relationship between mRNA IL-5 levels and clinical improvement is
independent from the grade of eosinophilic infiltration of nasal polyps.

6.- Higher levels of mRNA IL-5 in nasal polyps increase the risk of undergoing

nasal endoscopic surgery.
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Introduccion

INTRODUCCION

La rinosinusitis crénica con poliposis nasal (RSCcPN) es una enfermedad de
gran prevalencia que, si bien no es grave, estd demostrado afecta de forma
significativa a la calidad de vida de los que la sufren. De etiologia aun
desconocida, su cuadro clinico se basa en la congestion nasal cronica, que
frecuentemente deriva en una obstruccion nasal evidente, una disminucién del
sentido del olfato, muchas veces total, afectando de forma importante al sentido
del gusto, rinorrea y, en ocasiones, sensacidn de presion o dolor facial.
Actualmente no existe tratamiento curativo, por lo que la finalidad de su
tratamiento es el control o la disminucion de los sintomas, relegandose la
cirugia para aquellos casos con mala respuesta a la medicacion. Su naturaleza
recidivante, su variabilidad en la respuesta a los diversos tratamientos y su
curso cronico hacen de esta enfermedad una patologia muchas veces

desesperante para el paciente y no pocas para el médico.

1.- Recuerdo histérico

El primer registro de pélipos nasales identificado hasta hoy, se encuentra en
escritos egipcios que datan del afio 2000 a. C. (Emani y Baroody, 2010). Sin
embargo es Hipécrates (460-370 a. C.), conocido como padre de la medicina,
quien nombrd estas masas nasales como “pélipos”, debido a su parecido al
pélipo de mar, manteniendo ese nombre hasta la actualidad (Emani y Baroody,
2010). Los describié como “sacos de flema que causan obstruccién nasal y

alteran el sentido del olfato”. Conocedor de su naturaleza recidivante, ide6




Introduccién

diferentes métodos para su extraccion. Uno de los habituales consistia en la
introduccion de una suave esponja en el interior de la fosa nasal, lo
suficientemente grande como para llenarla, la cual estaba enganchada a una
cadena. El otro extremo de ésta se conectaba a una sonda flexible que,
introducida a través del vestibulo, guiaba la cadena hasta la faringe. Al tirar de
la cadena a través de la boca, empujaba la esponja por toda la fosa nasal
arrastrando los polipos y liberandolos de la fosa nasal. Este tratamiento fue
ampliamente utilizado hasta finales del siglo XIX. Para pélipos mas organizados
recomendaba la exéresis del pdlipo mediante un lazo. Rodeando con éste el
pediculo del pdlipo y haciendo pasar el otro extremo hacia la cavidad oral,
producia la avulsiébn efectiva de éste. Otra técnica que aplicd fue la
cauterizacion directa de los pdélipos mediante barras de hierro calentadas.
Posteriormente al tratamiento quirdrgico, recomendaba la aplicacion de
tampones empapados de miel y sales de cobre, con el fin de evitar la recidiva
tras la excision (Emani y Baroody, 2010).

Durante el imperio romano (27 aC — 476 d. C.), un ilustre médico romano,
Galeno de Pérgamo (130 — 200 d. C.), recomendaba, antes de la extracciéon
manual, la aplicacion de aceite, grasa de ganso, sebo de becerro y trementina
(Emaniy Baroody, 2010).

Otro reconocido médico romano, Aulus Cornelius Celsus (25 a. C. — 50 d. C.),
solia tratar los polipos nasales mediante la aplicacion de agentes causticos. No
obstante, para su exéresis también utilizaba una espatula afilada para separar
el tejido poliposo del hueso y extraerlo con un instrumento con forma de
gancho (Stevenson y Guthrie, 1949).

Durante la época medieval (s. V - XV) y siglos posteriores, el tratamiento de

esta enfermedad siguidé basandose en la exéresis mas o menos exitosa de los




Introduccion

pélipos. En general, las herramientas utilizadas consistian en un asa metalica
que una vez cefida al pediculo de los poélipos, permitia su extraccion tirando de
ésta.

Durante mucho tiempo prevalecié la idea de que esta enfermedad era la
manifestacion de una enfermedad sistémica, pero a partir del siglo XVII se
empezd a postular un problema local como origen de la patologia. Fue
Boerhaave (1668-1738), médico, botanico y humanista holandés, quién
presumié que las masas nasales provenian de la elongacion del revestimiento
de las membranas sinusales (Emani y Baroody, 2010).

Mas tarde, ya en el siglo XIX, Virchow (1821-1902), médico aleman y uno de
los mas destacados patélogos del siglo XIX, incluyé esas masas nasales como
tumores primarios del tipo mixomas y fibromas (Emani y Baroody, 2010).

De los primeros autores que plantean el posible origen inflamatorio, tras
estudios histoldgicos en cadaveres, fue Zuckerkandl (1849-1910), anatomista
hangaro-austriaco (Zuckerkandl, 1892).

En la misma década, otro autor, Woakes (1837-1912), médico inglés, teoriza
acerca del posible origen infeccioso del cuadro, localizando la enfermedad en
el hueso etmoidal, cuya consecuencia final es una etmoiditis necrosante
(Woakes, 1885).

Ya a mediados de siglo XX, Bourgeois (1877-1943) estudio6 la posible etiologia
alérgica de los poOlipos nasales (Bourgeois, 1925). Dicha asociacion
permaneceria durante décadas, hasta la aparicion de trabajos epidemiolégicos
que reflejaban una prevalencia similar de rinitis alérgica en estos pacientes a la
de la poblacion general (Capllin et al., 1971).

Durante esos mismos afnos se descubrid la asociacion en determinados

pacientes, afectados de poliposis nasosinusal, con asma e intolerancia al
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AAS, cuya administracion desencadenaba un cuadro de broncoconstriccion. La
primera descripcion de esta triada fue realizada por Widal y refutada
posteriormente por estudios realizados por Samter (Widal et al., 1922; Samter y
Beers, 1967).

En pleno siglo XX, otros autores, como Eggston y Wolff, interpretaron esas
masas nasales como edema de la mucosa nasal que aparecia debido a
cambios en la vascularizacion local por ataques repetidos de sinusitis o flebitis,
dando lugar a congestion y edema (Eggston y Wolff, 1947), vislumbrando,
junto con otros autores, un posible origen infeccioso del cuadro (Wright, 1914).
Los avances en inmunobiologia e inmunohistoquimica en la década de los 40
llevaron a la descripcion del abundante infiltrado de eosindfilos y linfocitos en
los poélipos nasales (Emani y Baroody, 2010). La base inflamatoria de la
enfermedad estaba bien establecido. Sin embargo el origen de ésta, aun hoy
esta por aclarar.

Respecto al tratamiento farmacologico de los polipos nasales, no aparecieron
novedades relevantes hasta el siglo XX, con la sospecha de un posible origen
alérgico y con el desarrollo de los antihistaminicos en la década de los 30.
Estos fueron utilizados no sélo como tratamiento primario sino también como
refuerzo tras tratamiento quirurgico. Sin embargo, la escasa eficacia de los
antihistaminicos y un mayor conocimiento de la fisiopatologia de la
enfermedad, unidos a la ausencia de evidencias que avalasen la alergia como
causa de la poliposis, fueron paulatinamente relegando este tratamiento.

En la misma década, se sintetizan los primeros farmacos corticoideos. Pero es
a partir de 1970 cuando se desarrollan formas farmacéuticas eficaces para su
administracion tdpica y sistémica, proporcionando un arsenal terapeutico mas

efectivo (Lildholdt et al.,, 1997). La mejoria clinica tras su administracion

11




Introduccion

confirma la naturaleza inflamatoria de los pélipos nasales. Sin embargo, estos
medicamentos no estan exentos de complicaciones derivadas de su uso a
largo plazo. Algunos autores promulgan su administracion local, infiltrando en
los mismos pdlipos. La aparicion de varios casos de ceguera relega este tipo
de administracion (Mabry, 1981). No obstante si se hace popular su potente
efecto, administrado de forma oral, aunque son relativamente recientes los
primeros estudios en los que de forma controlada y enfrentados a placebo
demuestran su eficacia para disminuir el volumen de los pdélipos nasales y
facilitar la intervencién quirargica (Van Camp y Clement, 1994).

Respecto al tratamiento quirargico, debido a la naturaleza recidivante de esta
patologia, surgieron intervenciones quirurgicas agresivas, como la
etmoidectomia externa, antrostomia radical o Caldwell-Luc. Estos
procedimientos permitian el acceso al interior de los senos desde incisiones
faciales o desde la cavidad oral, lo que implicaba postoperatorios molestos y en
ocasiones cicatrices en el rostro (Kennedy, 1985).

No es hasta 1901 cuando surge la primera descripcion de la aplicacion de la
endoscopia en la fosa nasal. Fue Hirshmann quien, modificando un cistoscopio,
observd el seno maxilar y el meato medio. A partir de 1960, a raiz de los
trabajos de Messerklinger, gran estudioso y conocedor de la anatomia y
fisiologia de la mucosa nasosinusal e interesado en los procedimientos
quirargicos minimamente invasivos, la endoscopia gana popularidad. Gracias a
los trabajos de este autor, se conocieron los patrones de aclaramiento del
moco, mediante el transporte mucociliar, y como la alteracion de este podia
desencadenar la patologia sinusal. Fue entonces, a finales de la década de los
sesenta, cuando se desarrolld la cirugia endoscopica nasosinusal funcional, en

la que se basa el tratamiento quirdrgico actual de la patologia inflamatoria
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cronica nasosinusal (Stammberger et al., 1987; Emani y Baroody, 2010). Los
principios de dicha cirugia establecen el cuidado maximo por la mucosa sana,
limitando la intervencion a aquellas areas enfermas y conservando la anatomia
nasosinusal para no afectar de forma importante los patrones de transporte

mucociliar.

2.- Anatomia

La regidn anatomica constituida por las fosas y senos paranasales es el
resultado de la articulacidbn de numerosos huesos que conforman unidos una
compleja estructura desde el punto de vista descriptivo (Testut, 1973).
El hueso etmoidal, hueso impar alrededor del cual se colocan el resto de las
estructuras Oseas, se articula cranealmente con el hueso frontal y forma parte
mediante su cara superior, la lamina cribosa, del soporte de la fosa craneal
anterior. Inferiormente se proyecta la lamina perpendicular, una placa ésea fina
que formara parte del tabique nasal. A ambos lados de dicha lamina se
encuentran las masas laterales del hueso etmoidal que contienen en su interior
las celdas etmoidales las cuales se dividen en celdas etmoidales anteriores y
posteriores por la lamina basal del cornete medio. El limite externo de los
complejos de celdillas etmoidales, denominado lamina papiracea, constituye el
limite medial de la pared orbitaria. En la cara medial de las masas laterales
etmoidales aparecen los relieves que corresponden a la lamina del cornete
medio, superior y el cornete supremo o de Santorini. Este Gltimo no es
constante. Cada uno de estos cornetes limita junto con la cara medial de las
masas laterales del etmoides un espacio denominado meato.

La bulla etmoidal representa la mas constante de las céldas etmoidales
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anteriores. De estructura semiesférica, se inserta lateralmente en la lamina
papiracea. La apofisis unciforme, estructura 6ésea que se articula inferiormente
en el proceso etmoidal del cornete inferior, lamina perpendicular del hueso
palatino y anterosuperiormente y de forma variable en la base del craneo,
lamina papiracea o hueso lacrimal. Entre la apofisis unciforme, anteriormente y
la cara anterior de la bulla etmoidal, posteriormente, se limita el hiato semilunar
inferior, puerta de entrada del infundibulo etmoidal. Este ultimo, formado por el
volumen delimitado por la cara anterior de la bulla etmoidal, apéfisis unciforme

y lamina papiracea, es el lugar donde desembocan el receso frontal y maxilar.
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Figura 1. Visién anterior y lateral del hueso etmoidal. Tomado de Grey's Anatomy Descriptive and Surgical

(Grey, 1858)

La invasion del hueso frontal por parte de las celdas etmoidales conforman el
seno frontal, cuya pared posterior delimita la fosa craneal anterior. La pared
inferior participa en la pared orbitaria superior.

La porcion nasal del hueso frontal se articula con los huesos propios nasales, la
apdfisis ascendente del maxilar y el hueso lacrimal.

El seno maxilar clasicamente se describe como un espacio con forma de

piramide, donde la base estaria en la pared medial y su vértice en la apofisis
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zigomatica del hueso maxilar. La pared inferior, la apdfisis palatina del maxilar y
apofisis alveolar. La pared anterior, la cara anterior del hueso maxilar y la pared
superior, el suelo de la érbita. Finalmente la pared posterior corresponderia a la
pared infratemporal del hueso maxilar. La desembocadura del infundibulo
maxilar al etmoidal queda cubierto parcialmente por la apofisis unciforme, el
hueso lacrimal y la apofisis ascendente del hueso palatino.

La union de las apofisis palatinas de los huesos maxilares forman gran parte
del suelo de la fosa nasal. En la zona de unién existe un relieve, cresta nasal,
donde se articular el vomer posteriormente y el cartilago septal anteriormente.
En la zona posterior se articula con la apéfisis horizontal del hueso palatino.

El hueso esfenoidal constituye el limite posterior del complejo nasosinusal
articulandose con el etmoides, hueso palatino, vomer, maxilar y frontal. En el
centro del hueso esfenoidal se encuentra el seno esfenoidal. Este ultimo
desemboca al receso esfeno-etmoidal delimitado por el septo 6éseo
medialmente, cornete superior lateralmente y techo nasal superiormente. El
centro de la cara anterior del cuerpo del esfenoides se articula con el septo
0seo formado por la lamina perpendicular del etmoides y vomer (Massegur et
al., 2005).

La vascularizacion de la fosa nasal y de los senos paranasales corre a cargo
de ramas procedentes de la arteria carétida externa, asi como de la carotida
interna, siendo la contribucibn de esta dltima cuantitativamente menos
importante. Las ramas arteriales de la carétida externa, sobre todo la arteria
maxilar interna con su rama terminal esfenopalatina y la facial contribuyen
mayoritariamente al aporte sanguineo al complejo nasosinusal. La arteria
carétida interna contribuye mediante las arterias etmoidales anterior y posterior,

ramas de la arteria oftalmica.
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El drenaje venoso tanto de las fosas nasales y senos paranasales corre a
cargo de un complejo sistema venoso dispuesto en tres planos superpuestos.
El sistema superficial, profundo intraperiéstico y profundo intréseo.

Esta region anatomica dispone de inervacion sensitiva, que discurre a través
del V par craneal, asi como de inesrvacidon neurovegetativa, simpatica y

parasimpatica.

3.- Rinosinusitis cronica. Concepto y definicion

Han sido muchos los intentos de definir y clasificar esta enfermedad, surgiendo
en la dltima década diversas guias y documentos de consenso con el fin de
protocolizar tanto el diagnoéstico como el tratamiento. Segun el consenso
europeo sobre rinosinusitis y polipos nasales de 2012 (Fokkens et al., 2012), la
definicion de rinosinusitis cronica consiste en un cuadro que cursa con
inflamacién de la fosas nasales y de los senos paranasales, caracterizada por
la presencia durante mas de doce semanas de dos 0 mas sintomas, uno de los
cuales debe ser o bien bloqueo/obstruccion/congestion nasal o bien secrecion
nasal (rinorrea anterior/posterior). Otro de los sintomas puede ser
dolor/sensacion de presion facial o pérdida total o parcial del sentido del olfato.

Ademas, en la exploracion clinica ha de objetivarse poélipos inflamatorios y/o
secrecion mucopurulenta principalmente en el meato medio y/o edema del
meato medio (figura 2).

En los casos en los que se realice estudio de imagen, tomografia
computerizada (TC), deben identificarse cambios en la mucosa del complejo

osteomeatal y/o de los senos paranasales (figura 3).
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Figura 2. Vision endoscépica de fosa nasal derecha. A Paciente sin patologia nasosinusal. B Paciente
afectado de RSCcPN. S: Septum, CM: Cornete medio, CI: Cornete inferior, P: Pélipos inflamatorios.

Figura 3. TC de senos paranasales. Corte coronal. A Paciente sin patologia nasosinusal. B Paciente
afectado de RSCcPN. M: Seno maxilar. E: Seno etmoidal, S: Septum, CM: Cornete medio, Cl: Cornete

inferior,.

Existen basicamente dos formas de rinosinusitis cronica, atendiendo a que
desarrollen o no pdlipos en el interior de la fosa nasal y senos paranasales,
distinguiéndose en la practica clinica la rinosinusitis cronica sin polipos nasales

(RSCsPN) y la rinosinusitis crénica con pélipos nasales (RSCcPN).
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Siguiendo los consejos del consenso europeo (Fokkens et al.,, 2012), la
gravedad del cuadro se determina mediante una escala visual analégica (EVA)
en la que, sobre una linea de 10 cm tomando el extremo derecho como
ninguna incomodidad y el extremo contrario como incomodidad maxima, el
paciente marca segun la molestia que la enfermedad le provoca. El resultado
se expresa en centimetros, resultando la medicion mas leve 0 cm y mas severa
10 cm.

La utilizacion de la EVA ha sido validada en la evaluacion de la gravedad de la
RSC, relacionando valores por encima de 5 con disminucién de calidad de vida
(Lim et al., 2007).

La validacion de la medicién subjetiva de la obstruccion nasal mediante una
EVA especifica para este sintoma, se ha llevado a cabo mediante su
comparacion con métodos objetivos de evaluacion de la oclusion nasal. Este
sintoma abarca no so6lo una verdadera obstruccion al flujo aéreo por la fosa
nasal, sino también una sensacion de plenitud en la parte media de la cara
(Fokkens et al., 2007). La valoracion de gravedad de la obstruccion mediante
EVA es un criterio bien validado y aceptado (Fairley et al., 1993; Fokkens et al.,
2007).

Respecto a la rinorrea, las técnicas para su medicidn objetiva no son tan
eficaces como en el caso de la obstruccion nasal. Existen diferentes técnicas,
como el registro diario del numero de veces que el paciente se suena, la
recogida de los pafuelos desechables utilizados una sola vez, su pesado diario
o el uso de tiras higroscopicas. Sin embargo no existen evidencias, ni a favor ni
en contra, de una correlacion razonable entre las mediciones objetivas y las
subjetivas del paciente (Alobid et al., 2011).

La alteracion del sentido del olfato en la RSC, hoy por hoy se asocia, no sélo a
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la obstruccibn mecanica hasta el nicho olfatorio, sino también a alteraciones
inflamatorias de la mucosa olfatoria propias de la enfermedad o a tratamientos
anteriores como intervenciones quirurgicas previas (Fokkens et al., 2012).
Existen multiples métodos de evaluacion objetiva del olfato, comprobandose
una buena correlacion entre la sensacion subjetiva de este y los resultados de
las pruebas obijetivas, tanto en sujetos normales como en pacientes con RSC
(Vento et al., 2001; Cardesin et al., 2006).

Tanto el dolor como la presion facial son sintomas frecuentemente evaluados
en la RSC, aunque la importancia de este como sintoma fundamental de la
RSC se ha puesto en duda (Jones y Cooney, 2003). No se han encontrado
hasta la fecha evidencias de una buena correlacion entre el dolor o sensacion
de presion subjetiva con las pruebas objetivas, como son las pruebas de
imagen. El caracter difuso e intermitente que suele caracterizar este sintoma en

la RSC puede debilitar esta relacién (Fokkens et al., 2012).

4 .- Epidemiologia y factores relacionados

La RSCcPN es una enfermedad que requiere de una exploracion endoscopica
nasal para su diagnéstico. Son pocos los casos que pueden diagnosticarse
mediante una simple rinoscopia anterior. De ese modo, muchos pacientes, bien
porque sus sintomas pueden confundirse con una rinitis alérgica o idiopatica y
no son bien encauzados desde atencion primaria, bien porque los sintomas son
leves y menospreciados, no estan diagnosticados. De hecho se estima que un
tercio de los pacientes con RSCcPN no solicitan valoracibn médica para sus
sintomas nasosinusales (Klossek et al., 2005). Son varios los estudios

demograficos llevados a cabo para evaluar la frecuencia de esta enfermedad,
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si bien sus resultados no son del todo homogéneos. La variedad se debe, al
menos en parte, al método diagnéstico empleado, basicamente cuestionarios
frente a exploracion endoscopica. Un estudio prospectivo danés estimd la
incidencia de esta enfermedad en 0,86 y 0,39 pacientes por 1000
habitantes/afio para hombres y mujeres respectivamente. Por otro lado las
cifras de prevalencia varian entre 0,5y 4,3% (Min et al., 1996; Hedman et al.,
1999; Johansson et al., 2003; Klossek et al., 2005). Un reciente trabajo llevado
a cabo en Europa, basandose en los criterios establecidos en la guia de
consenso europea, obtuvieron como resultado una prevalencia de RSC de
10,9%. El fenotipo con poélipos nasales se fij6 en el 4% de la poblacion (Hastan,
2011). Variaciones en la frecuencia se han descrito de acuerdo a elementos

tales como edad, sexo, factores hereditarios y variaciones étnicas.

4.1.- Edad, sexo y raza

La media de edad de inicio esta alrededor de los 42 afos, siendo muy rara por
debajo de los 20 afios (Drake-Lee et al., 1984; Larsen y Tos, 1994; Setippane,
1996). La frecuencia de la poliposis nasal aumenta con la edad (Rugina et al.,
2002; Klossek et al.,, 2005). En el estudio danés se alcanzd el pico de
incidencia maximo, 1,68 y 0,82 por 1000 habitantes/afio en hombre y mujer
respectivamente, en el grupo de edad de 50-59 afios (Larsen y Tos, 2002).

Respecto a la distribucion por sexos, son mas los trabajos cientificos que
apuntan a una mayor frecuencia en hombres que en mujeres (Hosemann et al.,
1994; Hedman et al., 1999). El estudio de Larsen demuestra una mayor
prevalencia entre hombres que en mujeres, casi tres veces mas en el intervalo

de edad entre 40-50 anos y hasta seis veces mas entre los 80 y 89 afnos
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(Larsen y Tos, 2002).

Estudios multirraciales demuestran también diferencias, sobre todo respecto a
la histologia y fisiopatologia de la poliposis nasal. En caucasicos, la infiltracion
eosinofilica de la mucosa nasosinusal enferma es un factor muy frecuente
mientras que, en poblacion asiatica, suele ser mas comun la infiltracion

neutrofilica (Pearlman et al., 2010).

4.2.- Componente hereditario

Se han detectado antecedentes de poliposis nasal familiar en el 14% de los
pacientes con RSCcPN (Greisner y Setippane, 1995). Otros estudios, sin
embargo, los comprueban hasta en el 52% (Rugina et al., 2002). Sin embargo
todavia no se ha identificado un claro patron hereditario, suponiendo hoy en dia
la interaccion del ambiente con la carga genética como desencadenante del
cuadro (Pearlman et al., 2010). Aunque existen trabajos donde se describe el
desarrollo de la enfermedad al mismo tiempo en gemelos idénticos, aun sin
vivir juntos (Drake-Lee, 1992), otros similares en gemelos demuestran que no
siempre la enfermedad se desarrolla, por o que se especula con la influencia
de factores ambientales para el desarrollo de la enfermedad (Lockey et al.,
1973).

Muchas variantes genéticas se han relacionado con la RSCcPN. Sin embargo
s6lo algunas han podido ser confirmadas. Tal es el caso de las que afectan a
los genes IL1-alfa, TNF y aciloxiacil hidrolasa (Karjalainen et al., 2003;
Bernstein et al., 2009; Mfuna Endam et al., 2010; Mfuna-Endam et al., 2011).

El HLA es el nombre genérico de un grupo de genes del complejo mayor de

histocompatibilidad, localizado en el cromosoma 6, que codifica las proteinas
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que en la superficie celular se encargan de la presentacion de antigenos.
Portadores de HLA-A74, HLA-DR7-DQA1*0201, HLA-DR7-DQB1*0202 o HLA-
DQA1*0201-DQB1*0201 padecen con mayor frecuencia de poliposis nasal
(Luxenberger et al., 2000; Molnar-Gabor et al., 2000; Fajardo-Dolci et al.,
2006). ElI mayor conocimiento del cédigo genético humano y el avance
tecnoldgico que permite, cada vez con mayor precision, la identificacion de
genes alterados en pacientes afectos de una determinada patologia frente a
controles, ha permitido encontrar otras muchas mutaciones genéticas. Sin
embargo, el significado real de estas, en la etiologia o fisiopatologia de la

RSCcPN, esta por determinar.

4.3.- Alergia

Clasicamente se ha asociado la poliposis nasal como un proceso de origen
alérgico. Sin embargo, hoy en dia no hay evidencias de dicha relacion. De
hecho, la frecuencia de rinitis alérgica en pacientes con poliposis nasal esta
entre 1,5y 1,7%, aproximandose mucho a la incidencia a nivel de la poblacion
general (Setippane y Chafee, 1977). No obstante, otros trabajos refieren una
alta frecuencia, de hasta el 25%, de poliposis nasal en pacientes afectados por
rinitis alérgica, respecto al 3,9% de la poblaciéon control (Kern, 1993), o de
prevalencias elevadas de alergia en pacientes con RSCcPN (English, 1985).
Sin embargo, son abundantes los trabajos cientificos que no avalan la relacion
atopia y RSCcPN (Pepys y Duveen, 1951; Setippane, 1996). No obstante si se
ha descrito un aumento de incidencia entre la poblacion afectada de RSCcPN
de alergias alimentarias frente a poblacidon normal, 70-80% frente a 34-11%

(Pang et al., 2000; Collins et al., 2006). Son precisos mas estudios para aclarar
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la relacion entre esta enfermedad y la alergia a alimentos.

4.4 - Asma

No obstante, la poliposis nasal si presenta una fuerte asociacion con el asma
bronquial no alérgico. Estudios de imagen detectan una alta prevalencia de
patologia sinusal en pacientes asmaticos (Schwartz et al., 1987). Asi, el 7% de
los pacientes asmaticos presentan poliposis nasal pero, en el subgrupo de
pacientes asmaticos no atopicos, la incidencia sube hasta el 10-15%
(Setippane, 1996). Por otro lado, el 26% de los pacientes con RSCcPN
padecen asma, frente al 6% de los controles (Klossek et al., 2005). El 10% de
los pacientes con RSCcPN y asma desarrolla ambas enfermedades
simultaneamente, mientras que el resto desarrolla primero los polipos y mas
tarde el asma (Larsen et al., 1997). Otros trabajos demuestran ademas que los
pacientes con ambas patologias presentan mayor severidad de sintomas
nasosinusales. La asociacion con asma, particularmente asma persistente,
agrava la afectacion de la RSCcPN sobre el olfato frente a aquellos sin asma
(Alobid et al., 2011) .

Ambas enfermedades, RSCcPN y asma, presentan abundantes similitudes, al
menos histopatoldgicas. El infiltrado inflamatorio rico en eosindéfilos, tipico de
los polipos nasales, coincide con las muestras obtenidas de mucosa bronquial
en pacientes con asma (Jankowski et al., 2002; Sutherland y Martin, 2003). La
inflamacidn existente en la mucosa bronquial en pacientes asmaticos comparte
otras muchas similitudes con la inflamacion eosinofilica de la mucosa nasal de
pacientes con RSCcPN, como la formacion local de IgE, aumento de IL5 vy

eotaxina (Szabo et al., 2000).
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Existe un subgrupo de pacientes con poliposis nasal y asma no atopica que
presentan intolerancia al acido acetil-salicilico (AAS), u otros antinflamatorios
no esteroideos (AINESs), provocandoles una crisis asmatica a los 30-90 minutos
de su ingestion (Samter y Beers, 1968). La presencia de poliposis nasal, asma
bronquial e intolerancia al AAS, se conoce como Triada de Samter, Triada ASA
y mas recientemente enfermedad respiratoria exacerbada por aspirina (EREA).
Estudios epidemioldgicos demuestran dicha asociacion, encontrandose polipos
nasales en el 36-96% de los pacientes con intolerancia al AAS (Fokkens et al.,
2012). Por otro lado el 36% de los pacientes con poliposis nasal tiene algun
grado de intolerancia al AAS (Setippane, 1996). No obstante el desarrollo de la
triada va adquiriéndose con el tiempo. Asi, suele preceder los sintomas de la
rinosinusitis crénica unos 5-10 afnos antes de la aparicion de los cuadros de
asma inducidos por la toma de AAS (Probst et al., 1992). Estos pacientes
presentan unas caracteristicas fisiopatologicas propias, la mas importante, una
alteracion en el metabolismo del acido araquiddnico, con una reduccion
importante en la produccion fisiolégica de prostaglandina E2 (PGE2) y un
aumento, al menos relativo de prostaglandina D2 (PGD2). Por otro lado se
objetiva el aumento de actividad de la enzima 15 prostaglandin dehidrogenasa
(15-PGDH) que inactiva la escasa PGE2 producida. La PGE2 tiene un efecto
inhibitorio de la enzima 5 lipo-oxigenasa (5-LOX) que es responsable de la
produccion de cisteinil leucotrienos (CisLTs). A todo esto se suma la
disminucién en la sintesis de lipoxinas, antagonistas de los CisLTs. Estos
ultimos tienen la capacidad de desencadenar crisis de broncoconstriccion e
inflamacidén de la mucosa respiratoria provocando crisis de asma vy rinitis. La
administracion ocasional de AINEs favorece la actividad metabdlica de la 5-

LOX, aumentando puntualmente ain mas la concentracion de Cis-LTs
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(Narayanankutty et al., 2013). La poliposis nasal de la EREA constituye un
cuadro diferenciado de la poliposis nasal general, siendo mas graves sus
sintomas, respondiendo peor a la terapia farmacoldgica e interviniéndose
mayor numero de veces que la poliposis nasal sin intolerancia a AAS ni asma,
siendo mas frecuentes sus recidivas (Kim y Kountakis, 2007). Ademas, se ha
comprobado cémo los hijos de los pacientes con RSCcPN, asma e intolerancia
al AAS padecen pélipos nasales con mas frecuencia que los hijos de controles
(May et al., 2000). El factor de histocompatibilidad HLA A1/B8 se presenta con
mayor frecuencia entre los pacientes con asma e intolerancia al AAS (Moloney

y Oliver, 1980).

4 5.- Enfermedades sistémicas

Existe un amplio abanico de enfermedades sistémicas entre cuyas
manifestaciones se encuentra la existencia de poélipos nasales. Tal es el caso
de la fibrosis quistica (FQ), enfermedad autosémica recesiva caracterizada por
la mutacion en el gen que codifica una proteina reguladora de la conductancia
transmembrana de las glandulas exocrinas (Pearlman et al., 2010) provocando
problemas graves, principalmente, respiratorios y digestivos. Asi, el 40% de los
pacientes con FQ padecen RSCcPN (Hadfield et al., 2000). Por esta razén ha
de descartarse dicha enfermedad en aquellos casos de RSCcPN por debajo de
los 16 anos (Pearlman et al., 2010).

La disquinesia ciliar primaria es un cuadro hereditario, autosémico recesivo,
caracterizado por bronquiectasias, disposicion de los organos de forma
contralateral a la habitual anatébmica (situs inversus) y rinosinusitis cronica.

También es conocido como sindrome de Kartagener (Pearlman et al., 2010). El
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defecto de los brazos de dineina de los cilios provoca la inmovilidad de los
mismos, favoreciendo la acumulacion de secreciones a nivel respiratorio.

Otras patologias que cursan con pélipos nasales son el sindrome de Young,
que también se caracteriza por patologia respiratoria, poliposis nasal vy
azoospermia (Handelsman et al., 1984), o el sindrome de Churg-Strauss, que
cursa con asma bronquial, rinosinusitis crénica, vasculitis eosinofilica y

granulomas (Olsen et al., 1980).

5.- Mecanismos fisiopatologicos de la RSCcPN

5.1.- RSCcPN e inflamacion

Hoy en dia la poliposis nasal se incluye dentro del concepto de rinosinusitis
cronica, de la cual aun hoy se dispone de informacion limitada en cuanto a su
etiologia y fisiopatologia. La mayoria de investigadores entienden a la RSC
como una enfermedad heterogénea siendo en la actualidad, del todo
insuficiente, catalogarla segun se objetiven pdélipos o no en el interior de las
fosas nasales. Asi, a parte de los fenotipos de RSC conocidos RSCcPN vy
RSCsPN, existen multiples evidencias que sugieren diferentes endotipos dentro
de cada una de ellas, caracterizadas por mecanismos celulares y moleculares
propios. Este hecho puede explicar diferentes respuestas frente al mismo
tratamiento en pacientes pertenecientes al mismo fenotipo de RSC (Akdis et
al., 2013). Recientes evidencias hacen pensar que esta enfermedad
inflamatoria supone la manifestacion de una alteracion cronica inmunologica
frente a un agente etiopatogénico todavia desconocido, provocando una

respuesta inflamatoria persistente en la mucosa nasosinusal (Kern et al., 2010).
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En este sentido, mucho autores consideran esta enfermedad como el resultado
de una interaccion anormal entre huésped-ambiente (Kern et al., 2010). Asi,
como ocurre en el resto de enfermedades inflamatorias cronicas de mucosas,
la tendencia general es al entendimiento de estas patologias como el resultado
final de las interacciones entre huésped, flora saprofita, patbgenos potenciales
y agentes estresantes exdgenos (Littman y Pamer, 2011). Por todo esto, su
origen se cree multifactorial y, hoy por hoy, no se reconoce un mecanismo
concreto que explique los procesos intermedios entre el dafo inicial y el cambio
tisular (DeMarcantonio y Han, 2011). Se ha sugerido que danos en el epitelio
respiratorio y/o alteracibn de su funcibn como barrera, facilitarian la
colonizacion por Staphylococcus aureus (SA). Asi, la deteccién intracelular de
SA en células epiteliales de pacientes con RSCcPN pero no en RSCsPN o
controles indicaria una posible alteracion en esta funcién de barrera o bien un
defecto inmunologico local (Corriveau et al.,, 2009; Sachse et al., 2010). La
liberacibn de toxinas por parte de este patdgeno, con capacidad
superantigénica, activaria multiples lineas celulares como las propias células
epiteliales, estimulando la liberacidbn de multiples citoquinas, entre las que se
encuentra IL-32 y la linfopoyetina timica estromal (TSLP). Muchas de estas
citoquinas tendrian un papel quimiatractivo de linfocitos, eosindfilos,
fibroblastos, macréfagos y mastocitos. Y en especial estas dos, la capacidad
para estimular la diferenciacion de linfocitos T hacia una respuesta inflamatoria
tipo Th2, favoreciendo la produccion de IgE policlonal local, atrayendo y
aumentando la supervivencia de eosindfilos, activando la degranulacion de
mastocitos y alterando el metabolismo eicosanoide. Por otro lado, la activacion
de las células epiteliales suele desencadenar la apoptosis posterior de las

mismas, comprometiendo la funcion de barrera del epitelio e incrementando la
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susceptibilidad a la colonizacion bacteriana, formacion de biofilm y persistencia
de la cascada inflamatoria (Basinski et al., 2009). Todo este mecanismo
promoveria la generacion de los polipos nasales (figura 4) (Fokkens et al.,

2012; Akdis et al., 2013).

Colonizacion y organizacién de biofilm por RSCCPN Apoptosis epitelial
bacterias y hongos :
Disminucién funcién barrera epitelial

i T S etk .dia

Alteracion de
linfocitos Treg

Ausencia de
expresion de TGF-3
y de su receptor

Activacion epitelial liberacion Liberacion superantigenos \
citoquinas/quimiocinas IL-32 bacterianos .

Tsip, 9P

Alteracion respuesta
inmunidad innata
Activacion alternativa
de macréfagos
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Figura 4. Mecanismos fisiopatolégicos de RSCcPN. La liberacion de toxinas superantigénicas de
microorganismos colonizadores del epitelio respiratorio activaria mdultiples lineas celulares con liberaciéon
de citoquinas y quimiocinas estimulando la activacion de eosinéfilos y de produccion de IgE local. La
apoptosis posterior a la activacion de las células epiteliales comprometerian la funcién de barrera epitelial.
DC: Célula dendritica. B cell: Linfocito B. Treg: Linfocito T regulador. Mast cell: Mastocito. Eosinophil:
Eosinéfilo. Modificado de consenso PRACTALL (Akdis et al., 2013)

5.1.1.- Desencadenantes inflamatorios

5.1.1.1.- Superantigeno bacteriano

Ese agente extrafo, desencadenante de la respuesta alterada, esta aun por

aclarar. Muchos autores consideran a las bacterias colonizadoras de la mucosa

nasal como las causantes de dicha respuesta patoldgica. El SA es el patégeno

28




Introduccién

bacteriano mas comunmente identificado en los pacientes con RSC (Larson y
Han, 2011). Las evidencias acumuladas respecto a sus efectos sobre la
mucosa nasal de los pacientes enfermos permitieron establecer la hipotesis del
superantigeno estafilococico. Esta propone que la liberacion de una toxina
liberada por la colonia colonizadora de SA en la mucosa nasal, que actua a
modo de superantigeno, estimula una reaccion inmunolégica que desemboca
en la infiltracion de ésta por eosinéfilos y fomenta el desarrollo de los pdlipos
nasales (Bachert et al., 2008). En este sentido, se ha encontrado una alta
correlacién entre la presencia de SA en la mucosa nasal y la gravedad de la
inflamacidn eosinofilica (Bachert et al., 2010) y la existencia de pélipos nasales
(Van Zele et al.,, 2004). La presencia de IgE especifica frente a la toxina
superantigénica de SA (TS SA), asi como la proliferacién de linfocitos T
activados frente a este antigeno, son hallazgos demostrables en al menos un
50% de los pacientes caucéasicos con RSCcPN. Este porcentaje disminuye en
la raza asiatica (Fokkens et al., 2012). Estudios in vitro han certificado la
respuesta inmunolégica frente a la TS SA, comprobandose una liberacion de
citoquinas proinflamatorias, con un aumento de la liberacion de IL-4 e IL-5 y
una disminucion de los niveles del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-beta) e IL-10 (Patou et al., 2008; Pérez Novo et al., 2010; Fokkens et al.,
2012). También se altera el metabolismo eicosanoide, favoreciendo un
ambiente inflamatorio (Okano et al., 2009), y aumentando la migracion y
supervivencia de granulocitos (Huvenne et al., 2010) y la degranulacion de
mastocitos (Patou et al., 2008). Algunos autores han demostrado la produccion
de citoquinas y MMPs en cultivos celulares procedentes de pélipos nasales, via
superantigénica (Wang et al., 2010). Sin embargo, un 50% de los pacientes

occidentales con RSCcPN no muestran evidencias de respuesta a antigenos
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estafilococicos, a pesar de presentar un cuadro fenotipico similar, por lo que los
superantigenos estafilocdécicos se consideran mas como amplificadores o
moduladores de la reaccion inflamatoria cronica nasosinusal, que como el
agente etiopatogénico de la enfermedad (Van Crombruggen et al., 2011). Este
hecho podria explicarse por la capacidad antigénica de otros gérmenes
colonizadores diferentes al SA, o bien, por un factor del propio huésped como
la alteracion de la inmunidad innata. Asi, diversos estudios sugieren una
disminucion en la expresion de enzimas epiteliales antimicrobianas como la
lisozima, lactoferrina o psoriasina en pacientes con RSC. Estas moléculas,
algunas inducibles y otras constitutivas, muchas de ellas producidas por las
células epiteliales, son responsables de la defensa frente a microorganismos
colonizadores de las vias aéreas. La alteracion de este sistema puede facilitar
la interaccidén y generacion de la respuesta inflamatoria tipica de la RSC (Kern

et al., 2010; Akdis et al., 2013) .

5.1.1.2.- Biofilms

Otro elemento ampliamente estudiado son los biofilms bacterianos. Esta
estructura se compone de comunidades de bacterias organizadas y rodeadas
de una matriz extracelular protectora, establecidas sobre superficies como la
mucosa nasosinusal. Esta organizacion les permite sobrevivir y crecer en
condiciones subodptimas, protegiéndoles de las defensas del huésped y de los
antibiéticos (Lewis, 2007; Suh et al., 2010). Se piensa que los biofilms son el
origen de las exacerbaciones de la RSC, a través de la liberacién de bacterias
(Palmer, 2005). La presencia de biofilms en pacientes con RSCcPN varia entre

el 30-100% de los pacientes estudiados. Estas diferencias se suponen
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derivadas de los diferentes métodos de deteccion (Zernotti et al., 2010). Dentro
de las bacterias identificadas, son SA y Pseudomonas aeruginosa las especies
que se han asociado con una peor evolucion postquirirgica y, particularmente
SA, con un peor pronostico (Bendouah et al., 2006; Singhal et al., 2006; Psaltis
et al., 2008). Por otro lado, se ha postulado que los biofilms positivos para SA
promueven una respuesta inmunoldgica tipo Th2 por una via diferente a la
teoria superantigénica (Foreman et al., 2011). Recientes estudios sugieren que
la disrupcion del epitelio del huésped permitiria los efectos inflamatorios del
biofilm sobre la mucosa nasosinusal (Wood et al., 2011). En este sentido, las
uniones epiteliales estrechas (UEE), constituyen la unién mas apical entre las
células epiteliales nasosinusales, siendo responsables de la permeabilidad de
la barrera epitelial, permitiendo el trafico de sustancias a través de esta. Por
otro lado, evitan la entrada de particulas extrafnas a capas subepiteliales
inmunoactivas (Kast et al., 2012). Estudios en muestras de mucosa sinusal de
pacientes con RSCcPN muestran disminucion en la expresiéon de las UEE

(Soyka et al., 2012).

5.1.1.3.- Hongos

Otro agente etiopatogénico que ha sido implicado en la RSC son los hongos.
Considerado como un posible detonante de una respuesta inmunoldgica
inapropiada, se relacionaron sobre todo con colonizacion de la mucosa sinusal
por Alternaria (Ponikau et al., 2005; Sasama et al., 2005). Por otro lado se les
reconoce una capacidad proteolitica intrinseca, que podria degradar las
uniones estrechas entre células epiteliales comprometiendo la funcion de

barrera de la mucosa nasosinusal (Tieu et al., 2009; Kern et al., 2010). Los
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pobres resultados obtenidos en ensayos clinicos con anfotericina han
descartado, al menos, un papel fundamental en la generacibn de esta

enfermedad (Ebbens et al., 2006, 2009; Fokkens et al., 2012).

5.1.1.4.- Alergenos

La reaccion inflamatoria de la rinitis alérgica (RA) comparte muchos puntos con
la estudiada en la RSC. La sensibilizacion a particulas antigénicas genera una
respuesta inflamatoria tipo Th2 que incluye un perfil de citoquinas y de células
inflamatorias, entre las que se encuentran los eosinéfilos (Fokkens et al., 2012).
Por otro lado, el cuadro clinico de la RA se solapa al menos en parte con el de
la RSC. De hecho, estudios con técnicas de imagen describen frecuentes
alteraciones de la mucosa sinusal en pacientes con RA (Naclerio et al., 1997;
Baroody et al., 2008), por lo que, estrictamente hablando, la RA en realidad
deberia definirse como rinosinusitis alérgica, al menos en los casos mas graves
de RA perenne, cuya respuesta inflamatoria es mucho mas intensa que la
forma intermitente (Liu et al., 2010). Sin embargo, a pesar de estas similitudes,
estd comprobado que la presencia de RA no empeora la gravedad de los
sintomas ni aumenta la extensién de la enfermedad de la RSC, medida en TC.
Tampoco aumenta la proporcién de fracaso quirurgico (Pearlman et al., 2009;
Robinson et al., 2006). Por otro lado, las medidas de evitacion alérgicas o la
inmunoterapia mejoran los sintomas propios de la RA pero no modifican la
enfermedad nasosinusal cronica (Pant et al., 2004). A la luz de las evidencias

existentes, la RA no forma parte de la etiologia de la RSC.
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5.1.1.5.- Virus

Escasamente estudiados, el papel de los virus en la etiologia de la RSC es
plausible, especialmente el de aquellos relacionados con infecciones de vias
respiratorias altas, debido a su capacidad para provocar la disrupcién de la
barrera del epitelio respiratorio (Pedersen et al., 1983), pudiendo actuar bien
como desencadenantes de episodios agudos en el curso de una RSC, bien
como generadores de un dafo inicial de la mucosa nasosinusal que
predisponga al desarrollo de la RSC (Wood et al., 2011). No obstante, todavia
no existen evidencias cientificas que apoyen estas hipétesis (Fokkens et al.,

2012).

5.1.1.6.- Toxinas ambientales

Sustancias ambientales como humo de tabaco, diéxido de nitrégeno, ozono,
humo procedente de combustion de motores diésel son capaces de dafar el
epitelio respiratorio y potenciar un estado inflamatorio previo. Estos agentes
son capaces de inducir estrés oxidativo y nitrosativo mediante la produccién de
especies reactivas del oxigeno y del nitrdbgeno causando dafo tisular
(Pedersen et al., 1983; Fokkens et al., 2012).

El mas estudiado es el tabaco, el cual altera la frecuencia de batido ciliar, la
secrecion de glandulas del epitelio respiratorio y favorece la presencia de
biofilms bacterianos (Cohen et al., 2009; Goldstein-Daruech et al., 2011). Por
otro lado, las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno producidos por el
tabaco estimulan la produccién de citoquinas proinflamatorias e inducen

apoptosis de las células epiteliales alterando asi la funcidn de barrera de la
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mucosa respiratoria nasosinusal (Comhair et al., 2001; Goldstein-Daruech et
al., 2011; Xiao et al., 2011) . Sin embargo, de los estudios realizados no se han
desprendido evidencias que indiquen un papel relevante del tabaco en la

etiologia de la RSC (Rudmik et al., 2011).

5.1.2.- Inflamacion. Eosinéfilos e interleuquina 5

En el sistema inmunolégico humano existen dos perfiles diferentes de
respuesta ante un agente patdégeno reconocido como extrafo. Asi, los linfocitos
T helper especificos pueden diferenciarse hacia un perfil de respuesta
denominado Th1, para producir interferon gamma (IFN-gamma), TNF-beta e
interleuquina 2 (IL-2), o hacia un perfil Th2, que produce interleuquinas 4, 5, 6,
9y 10. En la respuesta Th1 se estimula la diferenciacion de los precursores a
linfocitos T citotdxicos maduros y, parcialmente, también la respuesta humoral.
En la respuesta Th2 se estimula mas especificamente la diferenciacion de
linfocitos B a células plasmaticas y produccién de anticuerpos (Romagnani,
1991). El proceso inflamatorio en la RSCcPN, al menos en la raza blanca, se
caracteriza por un patrén inflamatorio Th2, con predominancia eosinofilica con
altos niveles de IL-5 e IgE (Hamilos et al., 1995; Bachert et al., 2001; Fokkens
et al., 2012).

Esta ampliamente demostrada la importante implicacion de los eosindfilos en la
fisiopatologia de la RSCcPN, considerandose actualmente el dafio de estas
células a la mucosa sinusal, producido por sus productos de degranulacion,
como uno de los mecanismos centrales en la fisiopatologia de la RSC (Harlin et
al., 1988; Kaliner et al., 1997; Fokkens et al., 2012). De hecho, existen

evidencias de la correlacion del grado de eosinofilia tisular en pacientes con
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RSC y de la gravedad objetiva de ésta y su extension nasosinusal, evaluada
mediante TC (Bachert et al., 2001; Bhattacharyya et al., 2001; Szucs et al.,
2002; Soler et al., 2010). Los eosinéfilos poseen granulos en su citoplasma, en
cuyo interior se ha identificado lisosomas y otras proteinas con capacidad
lesiva. Estas proteinas toxicas ejercen un papel fisioldgico de defensa frente a
numerosos patdogenos, especialmente helmintos. No obstante, esta descrito su
implicacion en el dafo y descamacion del epitelio de vias respiratorias, edema
local e hiperreactividad en asma y en enfermedades alérgicas (Tifana et al.,
2010). Se asume que la liberacion de estos productos toxicos, procedentes de
la degranulaciéon de los eosinéfilos, producen y colaboran de forma
fundamental en el dafo tisular y el crecimiento de los pélipos en la RSCcPN
(Bachert et al., 2000).

Existen evidencias que ponen de manifiesto la debilidad de la barrera epitelial
en la RSC, por lo que estos productos de degranulacién no harian mas que
acentuar dicha alteracion (Kern et al., 2010; Richer et al., 2008). Entre las
moléculas identificadas en el interior de los granulos, hay que resaltar una serie
de proteinas eosinofilicas especificas, como la proteina basica principal (MBP),
la proteina cationica del eosinéfilo (ECP), la neurotoxina derivada del eosinéfilo
(EDN) y la peroxidasa del eosindfilo (EP).

Numerosas citoquinas colaboran en la activacion y degranulacion de los
eosinofilos para la liberacion de estas sustancias tdxicas. Entre ellas, una de
las mas importantes es la IL-5. Los eosindfilos son una fuente importante de
citoquinas proinflamatorias que, junto con otras proteinas liberadas por el
propio eosinéfilo como la MBP, tienen capacidad para seguir estimulando a
estos para mantener la degranulacion, estableciendo un mecanismo autocrino

de activacion eosinofilica (Kita et al., 1995; Tifana et al., 2010). Por otro lado,
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los eosinéfilos expresan, en la RSCcPN, la quimioquina (C-C motivo) ligando
23 (CCL23), molécula quimiotactica que actua reclutando macrofagos vy
monocitos cuyos productos de degranulacion también colaboran en la
inflamacién crénica de la mucosa (Poposki et al., 2011). No esta claro los
mecanismos implicados en la degranulacién de los eosinéfilos. Se ha sugerido
el papel de la IgA como posible detonante (Abu-Ghazaleh et al., 1989; Pleass
et al.,, 2007). Se ha demostrado que la degranulacién puede producirse en
ausencia de union a antigeno (Bartemes et al., 2005). Por otro lado se han
encontrado niveles altos de IgA en las muestras de pélipo nasal (Zele et al.,
2007). Ademas, esta comprobado como, a nivel de vias respiratorias bajas, los
eosinofilos promueven fibrosis en las capas subepiteliales colaborando en la
remodelacion tisular del asma, que tanta semejanza comparte con la existente
en la RSC (Laitinen et al., 2000 ; Flood-Page et al., 2003). Sin embargo hay
que destacar que no todos los pacientes con RSCcPN presentan infiltracion
eosinofilica en la mucosa nasosinusal. De hecho, esto s6lo es demostrable en
el 80% de la poblacion afectada caucéasica y menos del 50% de la poblacion
enferma asiatica (Zhang et al., 2006; Cao et al., 2009). No obstante, aunque los
eosindfilos no parecen ser esenciales en la fisiopatologia de la RSC, si que son
considerados como marcadores de enfermedad grave, y rebelde a tratamiento,
al menos en poblacion caucasica (Matsuwaki et al., 2008), relacionandose
aquellos pacientes con mayor concentracion de eosinéfilos infiltrados en la
mucosa sinusal con mayor frecuencia de procedimientos quirurgicos.

La acumulacién de los eosinéfilos y su activacién en la RSC estan basicamente
favorecidas por la expresion local de quimioquinas, sobre todo por el epitelio
nasosinusal, como la eotaxina 1-3, quimiocina (C-C motivo) ligando 5 (CCL5) y

la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) y de moléculas que
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favorecen la adhesion y la migracion transendotelial. Entre estas ultimas se
han identificado la IL-5 y el factor estimulador de colonias granulociticas (GM-
CSF), entre otras. Sin embargo, la mas importante es la molécula de adhesion
vascular celular (VCAM-1), cuyos niveles altos en la mucosa nasosinusal de
pacientes con RSCcPN se relacionan con alto riesgo de recurrencia
postquirargica (Eweiss et al., 2009). También se ha comprobado la baja
concentracion de TGF-betal, proteina implicada en multiples funciones
celulares, capaz de inhibir el efecto que GM-CSF tiene en la supervivencia de
los eosindfilos e inducir su apoptosis, y la sobreproduccion de eotaxina e IL-5
en polipo nasal (Van Zele et al., 2006). Estas dos ultimas colaboran en el
aumento de supervivencia de los eosinéfilos y la inhibicion de su apoptosis
(Ferguson, 2000; Van Zele et al., 2006). El cuanto a la IL-5, su aumento en
mucosa nasal de pacientes con RSCcPN se ha confirmado no sé6lo por el
aumento de ARN mensajero sino también por el aumento de la concentracion
de la proteina (Simon et al., 1997; Hamilos et al., 1998). Los eosindfilos
responden al tratamiento con corticoides (Schleimer y Bochner, 1994), lo cual
podria explicar, al menos en parte, los efectos terapéuticos de éstos en la RSC
(Ebbens et al., 2011). De hecho hay abundantes evidencias cientificas que
demuestran como los glucocorticoides inhiben el reclutamiento, supervivencia y
activacion de los eosinéfilos (Fokkens et al., 2012). El tratamiento de pacientes
con polipos infiltrados por abundantes eosindéfilos con anticuerpo anti-IL5 da
como resultado la apoptosis de los eosindfilos y la disminucidn de estos en los
tejidos in vitro (Simon et al., 1997). También se ha comprobado cémo los
pacientes con mayor concentracion de IL-5 local, obtenidos mediante lavado
nasal, responden bien al tratamiento con anticuerpo anti-IL-5 (Gevaert et al.,

2006). En este estudio, seleccionando a aquellos pacientes con IL-5 local
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elevada, la administracidon intravenosa del anticuerpo anti-IL-5, reslizumab, una
vez al mes, dos meses consecutivos, logrd la reduccion significativa en el
tamano de los poélipos (valorados mediante endoscopia nasal) en 12 de 20
pacientes. Este hallazgo se confirm6 mediante la realizacion de TC tras
tratamiento.

Una de las teorias etiopatogénicas de la RSCcPN es la liberacion por parte del
SA, colonizador habitual de la mucosa nasal, de una enterotoxina que actlua
como superantigeno, que es capaz de activar linfocitos T hacia una respuesta
tipo Th2, con produccion y liberacion local de IL-5 e IgE, colaborando asi en la
produccion y aumento de supervivencia de los eosinéfilos (Sanchez-Segura et
al., 1998; Bachert et al., 2008). Llamativamente, los pacientes chinos con
poliposis nasal, aun presentando un cuadro clinico calcable a los pacientes
afectados de raza caucasica, carecen de expresion de IL-5 y eotaxina en los
poélipos nasales, existiendo una baja infiltracion de éstos por eosindéfilos (Zhang
et al., 2006; Cao et al., 2009). El anticuerpo frente a TS SA se encuentra en el
80% de los pacientes con asma e intolerancia a AAS y en el 60-80% de los

asmaticos (Pérez-Novo et al., 2004).

5.2.- RSCcPN y remodelacion tisular

Los hallazgos histopatologicos caracteristicos de la RSCcPN son la presencia
de frecuentes lesiones epiteliales, adelgazamiento de la membrana basal,
edema y, a veces, fibrosis del estroma con reducido niumero de vasos y sin
practicamente estructuras nerviosas (Taylor, 1963; Kakoi y Hiraide, 1987). En el
estroma edematoso de los pdlipos, se encuentran fibroblastos que actuan

como sostén y un infiltrado de células inflamatorias localizadas alrededor de
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formaciones pseudoquisticas. Entre esas células inflamatorias predominan los
eosindfilos activados que aparecen en un 80% de los pélipos nasales (Stoop et
al., 1993). La alteracién de los componentes habituales del epitelio respiratorio
y de sus capas subyacentes y la desestructuracion de la matriz extracelular se
han demostrado constantes en esta patologia (Kostamo et al., 2007). Estos
cambios, englobados dentro del concepto de remodelacién tisular y que
comparte la RSCcPN con el asma (Rehl et al., 2007), carecen todavia hoy de
una explicacion satisfactoria. Estudios recientes sugieren que el epitelio
bronquial y sus capas subyacentes actuan como una unidad funcional, lo que
se ha dado por denominar unidad epitelio-mesenquimal. Alteraciones
estructurales o funcionales de esta unidad podrian considerarse como el
desencadenente del proceso inflamatorio (Holgate, 2010; Xiao et al., 2011). Por
otro lado, una alteracion en la capacidad de cicatrizacion del epitelio, una
barrera mecanica débil, una disminucion de la secrecion antimicrobiana y un
aumento de la permeabilidad i6nica a nivel del epitelio han sido demostrados
en la RSCcPN (Bernstein et al., 1997; Dejima et al., 2006; Richer et al., 2008;
Kern et al.,, 2010). Todos estos hallazgos que se resumen en una barrera
epitelial defectuosa y vulnerable podrian explicar esta remodelacion tisular.

Los patrones de remodelacién de la matriz extracelular de la lamina propia de
los pacientes con RSC se asocian con diferentes subgrupos de la enfermedad.
Esta matriz rodea a las células y su alteracion modifica su comportamiento en
cuanto a su capacidad de migracion, diferenciacién, supervivencia y
proliferacion (Al-Muhsen et al., 2011). Los factores que determinan los patrones
de remodelacion aun hoy no se conocen. Sin embargo se ha sugerido un papel
importante de TGF-beta, cuyos niveles estan disminuidos en la RSCcPN y

aumentados en la RSCsPN (Van Bruaene et al., 2008). Esta citoquina modula
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el deposito de colageno en la matriz extracelular (Halwani et al., 2011), por lo
que se ha sugerido que los bajos niveles en la RSCcPN contribuirian a una
disminuciéon en la capacidad de reparacion de los tejidos, con escasa
produccion de colageno y una acumulacion secundaria de albumina y aparicion
de edema mientras que su exceso participaria en el deposito excesivo de
colageno vy fibrosis (Van Bruaene et al., 2009; Li et al., 2010). A la luz de estos
hallazgos, se extiende la hip6tesis de que la RSC es primariamente una
enfermedad remodeladora, mas que inflamatoria, debiendo ajustar los
tratamientos para evitar esos cambios histolégicos (Van Crombruggen et al.,

2011).

5.2.1.- Metaloproteinasas de la matriz

Recientemente se ha hallado el papel importante que tiene una familia de
enzimas, dependientes de zinc, denominadas metaloproteinasas de la matriz
(MMP), que explicarian, al menos en parte, las alteraciones estructurales que
causan los pélipos nasales mediante la degradacion de los componentes del
tejido extracelular y ademas, actuarian como mediadores inflamatorios
(Lechapt-Zalcman y Escudier, 2000; Watelet et al., 2004; Kostamo et al., 2008).
La matriz extracelular es una estructura en permanente renovacion, lo que
conlleva procesos de sintesis y degradacion. Este grupo de endopeptidasas,
que se segregan en forma de zimdgenos inactivos requiriendo la pérdida de un
propéptido de 10 kDa a través de proteasas para pasar a su forma activa
(Visse y Nagase, 2003), constituyen el sistema proteolitico mas importante
implicado en la remodelacion de la matriz extracelular (Parks y Shapiro, 2001;

Gueders et al., 2006). Numerosos estudios han descrito su implicacién tanto en
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procesos fisioldgicos, como el desarrollo embrioldgico y remodelacion tisular,
como patolégicos, como el asma y el desarrollo de tumores (Kahari y
Saarialho-Kere, 1999; Parks y Shapiro, 2001; Gueders et al., 2006; Sorsa et al.,
2006; Greenlee et al., 2007). La regulacién de este sistema se lleva a cabo
principalmente por un conjunto de moléculas llamado inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMP) que, al unirse a las MMP, forman dimeros sin
actividad (De et al., 2005). La hipotesis es que la alteracion de la relacion
MMP/TIMP podria actuar como desencadenante de los cambios estructurales
tipicos de la RSCcPN. Dicha teoria se basa en parte por la diferente expresion
de estas molécuas en la RSCcPN frente a RSCsPN y controles (Lechapt-
Zalcman et al., 2001; Watelet et al., 2004; Li et al., 2010; Rehl et al., 2011).
Recientes estudios sugieren que el SA favoreceria la formacidon de los pélipos
nasales alterando la relacion MMP/TIMP (Wang et al., 2010). La implicacion de
estas moléculas en la RSCcPN esta todavia por aclarar. Si bien existen
trabajos que han descrito el aumento de la expresion de la isoforma MMP-9,
también conocida como gelatinasa B o colagenasa tipo 1V de 92 kiloDalton (kD)
(Lechapt-Zalcman et al., 2001; Watelet et al., 2004), otros estudios no observan
dicha sobreexpresion de MMP-9 y, sin embargo, si que aprecian niveles
elevados de otras MMPs, como MMP-2 (Bhandari et al., 2004), también
conocida como gelatinasa A o colagenasa tipo IV de 72 kD, y MMP-7 (Lu et al.,
2005). Tanto la MMP-9 como la MMP-2 son capaces de degradar el colageno
desnaturalizado (gelatina) asi como el colageno tipo IV, V, Xl y la elastina
(Collier et al., 1988; Wilhelm et al., 1989; Okada et al., 1992). La MMP-2 es
producida de forma constitutiva por numerosos tipos celulares, entre ellos los
fibroblastos, mientras que la MMP-9 es sobre todo producida por células

inflamatorias como macréfagos, neutrofilos y células epiteliales respiratorias
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(Hibbs et al., 1985; Welgus et al., 1990; Buisson et al., 1996). La produccion
local de MMP-9 parece ser responsable del aumento de permeabilidad
vascular, favoreciendo el edema tisular y la transmigracion celular, asi como de
la remodelacion de la matriz extracelular en el epitelio respiratorio de pacientes
con asma (Ohno et al.,, 1997; Hoshino et al., 1998; Lemjabbar et al., 1999).
Estudios donde han comprobado el aumento de expresion de MMP-9 en
RSCcPN, han confirmado su distribucion mediante inmunohistopatologia,
localizando esta endopeptidasa no sélo en células inflamatorias sino también
en el epitelio, glandulas submucosas, vasos sanguineos y matriz extracelular
(Chen et al., 2007). Sin embargo, aun presente en todas estas estructuras, un
trabajo reciente centrado en la localizacion de metaloproteinasas en muestras
de pdlipo nasal frente a muestras control, confirmd su sobreexpresion en la
matriz extracelular y su disminucién en epitelio y glandulas (Borja et al., 2013).
También se han demostrado células inflamatorias, incluyendo eosindfilos,
marcadas para MMP-9 localizadas en el interior de los pseudoquistes
presentes en el interior de los polipos nasales, sugiriendo un efecto degradativo
directo (Watelet et al., 2004; Borja et al., 2013). No obstante, sélo las células
que se encuentran en el borde de una herida muestran importante expresion de
MMP-9, por lo que la expresion de ésta a nivel de los poélipos nasales puede
formar parte de un proceso reparativo mas que de un efecto dafino. La MMP-9
también colabora en el control de la migracion transepitelial de células
inflamatorias, incluido eosinéfilos (Corry et al., 2004), que son las células
inflamatorias mas importantes en los estudios histopatolégicos de la RSCcPN.
Existen estudios que han demostrado cdmo los corticoides, el tratamiento mas
extendido y aceptado para el tratamiento de la RSCcPN, disminuyen in vitro la

expresion de MMP-9 (Namba et al., 2004) y modifican el equilibrio entre estas
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endopeptidasas y sus inhibidores (cociente MMP/TIMP), lo que se relaciona
con la alteracion y desestructuracion de la matriz extracelular y de la membrana
basal. Niveles elevados de MMP-9 en muestras de mucosa nasal tras cirugia
por RSC se han relacionado con una peor cicatrizacion (Watelet et al., 2005).
Sin embargo, otro estudio asoci6 valores elevados del cociente MMP-9/TIMP-1
con una menor infiltracidn eosinofilica en la mucosa nasosinusal y un menor
riesgo de reintervencion quirargica en pacientes con RSCcPN sugiriendo que,
después de todo, la MMP-9 podria tener una funcién antinflamatoria (Kostamo
et al., 2007). La confusion respecto a la sobreexpresion y el papel de las MMP
en la RSCcPN podria explicarse por el hecho de que éstas participan en la
degradacion de los tejidos y en la homeostasis celular, siendo factibles
variaciones en su expresion segun la fase de la enfermedad. Esto podria
aclarar los resultados contradictorios obtenidos. Los niveles bajos de MMP
serian imprescindibles para el normal equilibrio celularftisular mientras su
aumento se relacionaria con procesos destructivos/daninos (Kostamo et al.,

2008).

6.- Tratamiento de la RSCcPN

6.1.- Tratamiento farmacolégico

6.1.1.- Terapia corticoidea

En el apartado de tratamiento, el papel de los corticoides, ya sea mediante
administracion tépica u oral, es indiscutible (Fokkens et al., 2007; Wright y

Agrawal, 2007). Los corticoides actuan a nivel génico, incrementando la
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transcripcion de genes antinflamatorios y reduciendo la de genes
proinflamatorios, disminuyendo la permeabilidad vascular y el infiltrado
inflamatorio (Mullol et al., 2009). Su mecanismo de accion es bien conocido. El
farmaco, a través de su union con el receptor glucocorticoideo (GR), atraviesa
la membrana nuclear para actuar de dos maneras, uniéndose a los elementos
de respuesta glucocorticoidea, que son dominios especificos de ADN que
inducen o inhiben la transcripcion (Hayashi et al., 2004; Necela y Cidlowski,
2004) o inactivando factores de transcripcion como el factor nuclear kappa B
(NF-kB) (Necela y Cidlowski, 2004). Est4d demostrado que el principal
mecanismo antinflamatorio de los corticoides es a través de la inhibicion de los
factores de transcripcion (Necela y Cidlowski, 2004). Existen al menos dos
isoformas bien conocidas del GR que se diferencian en el dominio de unién a
hormona (Necela y Cidlowski, 2004). Mientras que la predominante es la
isoforma GR alfa, con una gran afinidad por los glucocorticoides y una elevada
actividad transcripcional, la accion de la isoforma GR beta basicamente se
limita a la interaccion con GR alfa en el ndcleo, actuando como un inhibidor
enddgeno de la isoforma alfa (Pujols et al., 2003; Necela y Cidlowski, 2004).
Los corticoides han demostrado ser efectivos tanto in vivo como in vitro,
disminuyendo la expresion de genes implicados en la respuesta inflamatoria
tipo Th2, disminuyendo el tamafo de los pdlipos, mejorando los sintomas
nasosinusales y limitando sus recurrencias tras intervencion quirargica (Patiar y
Reece, 2007; Joe et al., 2008). La administracion via topica, a dosis dobles de
las indicadas en ficha técnica, produce una mejoria estadisticamente
significativa en la EVA de gravedad que se mantiene a los 5 afos y en el
tamano de los polipos e intensidad de edema visualizado, via endoscopica, tras

cirugia endoscopica nasosinusal (Alobid et al., 2005; Rowe-Jones et al., 2005).
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Los efectos adversos de la administracion de corticoides via nasal dependen
por un lado del grado de absorcion sistémica de los mismos, lo cual a su vez
depende de las carateristicas moleculares del corticoide, la dosis, el modo de
administracion y la gravedad de la enfermedad subyacente (Cave et al., 1999).
Varios estudios han demostrado que el uso excesivo de corticoides
administrados por via intranasal puede provocar insuficiencia suprarrenal y
disminuir la densidad mineral 6sea (Licata, 2005). No obstante, es importante
resefar que los corticoides inhalados son parte del tratamiento fundamental del
asma en nifos y adultos y que esta via de administracion se asocia con mas
efectos colaterales que la intranasal (Allen, 2006). Mencion aparte, la aplicacion
topica de corticoides también se ha asociado con la aparicion de perforaciones
septales que, si bien estan descritas, son raras y ademas no esta aclarado si
son debidas al tratamiento, a traumatismos repetidos por el dispositivo de
aplicacion sobre la mucosa y cartilago septal o a la enfermedad subyacente de
la mucosa nasal por lo que se prescribi6 el farmaco (Cervin y Andersson,
1998). En general, el desarrollo de corticoides de administracion topica de
ultima generacion, caracterizados por su potente efecto antinflamatorio y
escasa biodisponibilidad, permite su uso durante largos periodos de tiempo,
comprobandose un alto perfil de seguridad en tratamientos diarios de hasta 5
anos (Alobid et al., 2011).

El tratamiento con corticoides orales esta indicado de inicio para aquellos casos
de obstruccidén nasal grave y/o puntuaciones en EVA mayor de 3, asi como en
casos de ausencia de respuesta a tratamiento inicial con corticoides topicos
(Fokkens et al.,, 2012). La administraciéon oral ha demostrado su eficacia
mejorando los sintomas nasosinusales y disminuyendo el tamano de los

pélipos (Benitez et al., 2006; Van Zele et al., 2010; Alobid et al., 2013). Sin

45




Introduccion

embargo, no estan aclarados los efectos que su administracién oral provoca a
nivel local. Asi, si bien existen trabajos donde los corticoides orales
demostraron escaso efecto sobre los niveles de IL-5 en secreciones nasales de
pacientes con RSCcPN (Van Zele et al.,, 2010), otros demuestran reduccién
estadisticamente significativa de la concentracion local de esta citoquina,
aunqgue sin relacionarlo con la mejoria clinica del paciente (Woodworth et al.,
2004). Por otro lado, si se ha observado un importante descenso de los niveles
de eosindfilos en sangre, aunque con un rebote precoz tras la ultima dosis de
tratamiento (Van Zele et al., 2010). Respecto a la dosis a administrar, se
recomienda una dosis variable entre 0,5-1 mg/kg/dia de prednisolona o
equivalente (Fokkens et al., 2007). No obstante, el uso de corticoides se
relaciona, sobre todo en usos prolongados y de forma sistémica, con la
aparicion de efectos adversos como osteoporosis, glaucoma, cataratas, retraso
de crecimiento en nifos, alteraciones musculares y cutaneas e incluso
supresion del eje hipotalamico-hipofisiario (Cave et al., 1999; Walsh et al.,
2002). Esto ultimo se ha demostrado en pautas de 40 mg/dia de prednisolona o
equivalente durante tres semanas, aunque la recuperacion de la funcion es de
48-72 horas tras la supresion del tratamiento (Webb y Clark, 1981). Por esa
razén, se recomienda limitar la administracion del farmaco entre 10 dias y tres
semanas, incluida la pauta de reduccidn progresiva de dosis, aunque la pauta
descendente puede evitarse si la duracion del tratamiento es inferior a dos
semanas (O'Driscoll et al.,, 1993; Hissaria et al., 2006; Wright and Agrawal,
2007). Dados los importantes efectos adversos asociados al uso cronico de los
corticoides orales, se recomienda limitar su uso a dichas pautas cortas
administradas 3-4 veces al afio (Fokkens et al., 2012). La administracion de

corticoides orales también se aplica como tratamiento preoperatorio con la
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finalidad de mejorar su resultado y postoperatorio para retrasar la aparicion de

recurrencias (Wright y Agrawal, 2007).

6.1.1.1.- Causas de falta de respuesta de la RSCcPN al tratamiento con

corticoides

6.1.1.1.1.- Resistencia a corticoides

Se ha estudiado si la presencia de una alta concentracion de GR beta, baja de
GR alfa o bajo valor de GR alfa/GR beta como responsable del aumento de
resistencia celular a glucocorticoides (Adcock y Caramori, 2001). EI aumento
de GR beta en pacientes con RSCcPN estd ampliamente documentado
(Hamilos et al., 2001; Pujols et al., 2003), asi como, mas recientemente, la
regulacion a la baja de la expresion de GR alfa (Li et al., 2005; Valera et al.,
2010). Sin embargo, existen resultados contradictorios de estudios
prospectivos centrados en poliposis nasal, en los que no se ha encontrado
relacion entre la expresion de las isoformas de GR vy la resistencia clinica a
glucocorticoides (Choi et al., 2006; Pujols et al., 2007). La resistencia a
glucocorticoides también podria explicarse por la sobreexpresion de factores de
transcripcién, ya que estos pueden interactuar con el GR e inhibirse
reciprocamente. Asi un aumento de actividad de estos factores aumentaria la
respuesta inflamatoria y facilitaria la resistencia celular a glucocorticoides
(Barnes, 2004). El factor de trascripcion NF-kB coordina y amplifica la
respuesta inmunologica e inflamatoria, asi como el crecimiento y la
diferenciacion celular y la apoptosis. Cuando se activa, se trasloca al nucleo

donde se une directamente al ADN e induce la transcripcibn de genes de
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citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesibn como IL-1beta, TNF-alfa,
IFN-gamma, eotaxina, GM-CSF, VCAM-1 y proteinas antiapoptéticas (Adcock
and Caramori, 2001; Necela y Cidlowski, 2004). Tanto IL-1beta como el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) son capaces de activar al NF-kB y de esta
manera autoperpetuar el proceso inflamatorio local (Adcock y Caramori, 2001).
Un estudio reciente con 20 pacientes afectados de RSCcPN y un seguimiento
medio de 60 meses, registrd su respuesta a tratamiento médico, la necesidad
de intervenirse quirargicamente y la expresion de NF-KB. Tras una primera
evaluacion y toma de biopsia de pdlipo nasal, todos los pacientes fueron
tratados con tratamiento topico nasal. A aquellos en los que no se conseguia
adecuado control de los sintomas se les administrd6 un ciclo de corticoides
orales, 1 mg/kg/dia/15 dias y antibidticos, amoxicilina con acido clavulanico o
levofloxacino, si requeria el caso. A los 4 meses, si persistia mal control de los
sintomas, se indicaba tratamiento quirdrgico. También se operaron aquellos
casos con necesidad de frecuentes ciclos de corticoides orales. El estudio
concluyé que aquellos pacientes con una alta concentracion de NF-kB en
pblipo nasal se relacionaban con una escasa respuesta al tratamiento médico,
presentando estos pacientes 3,5 veces mas riesgo de necesidad de cirugia que
aquellos pacientes con baja concentracion (Valera et al., 2010). El estudio
concluye que el desarrollo de los inhibidores de NF-kB, solos o combinados
con tratamiento corticoideo, puede mejorar el control de los sintomas de la
RSCcPN. En esta misma linea, existe otro trabajo de los mismos autores, en
los que tras evaluacidn clinica, endoscopica y toma de biopsia administran a
los pacientes tratamiento corticoideo tépico, budesonida, reevaluando mas
tarde la respuesta al tratamiento y recogiendo una nueva muestra. En este

estudio se determind que los pacientes con alta expresion de NF-kB
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pretratamiento, asi como de la molécula de adhesién intracelular 1 (ICAM-1) e
IL-1beta, respondian peor que aquellos pacientes con baja expresion (Valera et
al., 2009).

Por otro lado y de forma independiente a la resistencia celular, un reciente
estudio cuyo objetivo era identificar factores clinicos pronosticos que indicaran
pacientes mas sensibles al tratamiento con corticoides, ha propuesto que
poliposis extensas, grado lll, se asocian con peor respuesta medida mediante
escalas subjetivas de sintomas, hallazgos endoscopicos y medicion del flujo

nasal (Kirtsreesakul et al., 2011).

6.1.1.1.2.- Influencia de la histologia en la sensibilidad a corticoides

Un reciente estudio asocia mayor infiltracion neutréfilica de los pélipos nasales
con una menor respuesta a tratamiento corticoideo. En este trabajo, clasificaron
a los pacientes por la predominancia celular (eosinéfilos versus neutréfilos) en
las muestras de pOlipo nasal.

Los pacientes fueron sometidos a terapia oral con corticoides (30 mg de
prednisona cada 24 horas durante 7 dias). Se registraron, tras el tratamiento,
los cambios en los parametros clinicos, como medicion subjetiva de
obstruccidén nasal, rinorrea anterior y posterior e hiposmia, asi como el tamano
de los polipos visualizados endoscopicamente y la permeabilidad nasal medido
mediante métodos objetivos. También se midi6é la produccion de citoquinas y
quimioquinas antes y después de tratamiento. El estudio concluyé que la
infiltracion por abundantes neutrofilos se relacionaba con una menor respuesta
al tratamiento con corticoides que aquellos en los que no se identificaban

neutrofilos o predominaban los eosindfilos. También confirmaron que el
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tratamiento disminuia el numero de eosindfilos y de IL-5, sin modificar el de

neutrofilos ni de IL-8 (Wen et al., 2012).

6.1.2.- Terapia antibiética

La utilidad de los antibiéticos en la RSCcPN sigue siendo objetivo de
numerosos estudios de investigacién. La administracion prologada de
macrolidos a dosis bajas ha sido estudiada en diversos ensayos clinicos
demostrando su eficacia en el control de los sintomas y el tamafio de los
pélipos. Asi, la administracion de 150 mg cada 24 horas de roxitromicina
durante tres meses mejord no soélo las puntuaciones en los test de calidad de
vida, sino también el tamafo de los pdlipos visualizados via endoscépica y la
concentracion de IL-8 (citoquina proinflamatoria) medida en las secreciones
nasales (Wallwork et al., 2006). En otro ensayo clinico se compar¢ la eficacia
del tratamiento quirurgico seguido de tratamiento con corticoides intranasales
vs la del tratamiento sin cirugia con administracion de eritromicina a dosis de
250 mg/24 horas durante 3 meses. No hubo diferencias significativas respecto
a la eficacia de las dos modalidades de tratamiento en el grupo de pacientes
afectados por RSCcPN (Ragab et al., 2004). La eficacia de los macrélidos en el
tratamiento de la RSCcPN no sélo respondié a su efecto antimicrobiano, sino
que también se ha demostrado un efecto antinflamatorio al disminuir la
concentracion de citoquinas proinflamatorias a través de su accion sobre el
factor NF-kB (Cervin y Wallwork, 2007).

Valorando la relevancia de las MMP, todavia por aclarar, en la fisiopatologia de
la RSCcPN, se ha estudiado el posible papel de inhibidores de éstas como

tratamiento de la enfermedad. Estudios sobre inhibidores potentes de MMPs en

50




Introduccién

cancer han demostrado ausencia de eficacia, efectos secundarios y toxicidad
(Coussens et al.,, 2002). Debido al papel necesario que presentan estas
endopeptidasas en la homeostasis normal tisular, se ha postulado que una
inhibicion demasiado potente de su actividad puede llevar a la alteracion del
equilibrio normal celular, efectos secundarios e incluso progresion de la
enfermedad, mientras que un inhibidor menos potente podria reducir el efecto
destructivo y danino de la sobreexpresion de la MMP y no interferir en su papel
fisiologico (Sorsa y Golub, 2005). En este sentido, tetraciclinas como la
doxiciclina han demostrado tener, a dosis subantimicrobianas, un efecto
antinflamatorio sistémico (Sorsa et al., 2006). Un reciente estudio midi6 la
eficacia de la doxiciclina frente a corticoides orales. En este ensayo clinico se
demostré que la administracion de 100 mg de doxiciclina cada 24 horas
durante 20 dias fue mas eficaz que una pauta descendente de
metilprednisolona en la reduccion de tamafo de los polipos, aunque no tuvo
efecto significativo en cuanto a mejoria de los sintomas (Van Zele et al., 2010).
En este mismo estudio se comprobd como paralelamente a la mejoria en el
tamano de los polipos, la administraciéon de doxiciclina hizo disminuir el nivel de
MMP-9 en la secrecion nasal recogida de los pacientes con RSCcPN frente a

los que recibieron placebo (Van Zele et al., 2010).

6.1.3.- Otros tratamientos farmacologicos

6.1.3.1.- Antileucotrienos

Otros ensayos clinicos han estudiado la relevancia de los antileucotrienos en la

RSCcPN. Los leucotrienos son acidos grasos derivados del metabolismo del
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acido araquidonico por la via de la 5-lipoxigenasa con un potente efecto
constrictor de la musculatura lisa. Los inhibidores de los receptores de
leucotrienos son ampliamente utilizados en pacientes asmaticos (Mostafa et al.,
2005). Asi, en un estudio en pacientes intervenidos quirdrgicamente por
RSCcPN, la administraciéon de 10 mg/dia de montelukast, inhibidor de cisteinil
leucotrienos, durante un ano fue tan eficaz como 400 yg de beclometasona
intranasal evitando la necesidad de cirugias de revisibn o medicacion de
rescate (Mostafa et al., 2005). Sin embargo sintomas como congestion nasal y
pérdida de olfato se controlaron mejor en el grupo tratado con corticoide.
Actualmente soOlo se recomienda su administracion asociado a corticoide
intranasal en aquellos casos de RSCcPN moderada-grave con coexistencia de

asma o intolerancia a AAS (Alobid et al., 2011).

6.1.3.2.- Anticuerpo monoclonal frente a IL-5

Estudios experimentales han comprobado la eficacia del anticuerpo anti-IL-5,
mepolizumab. En un ensayo clinico de 30 pacientes con RSCcPN con un
seguimiento de 48 semanas se midid el efecto de este anticuerpo frente a
placebo. Administrado de forma aleatorizada en dos ocasiones, separadas
ambas por 4 semanas, se compararon los hallazgos endoscépicos, la
afectacion sinusal medida mediante TC, y la mejoria clinica de los pacientes.
Doce de los veinte pacientes del grupo tratado con el anticuerpo mejoraron
disminuyendo el tamafo de los pélipos, frente a uno de los diez pacientes
control. Similares cifras se obtuvieron en el estudio radiolégico. Sin embargo,
no se obtuvo un efecto relevante en la mejoria sintomatica, hecho que se

explicd por la dosis limitada de farmaco administrado (Gevaert et al., 2011). En
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un estudio similar previo, el mismo grupo encontr6 mejores resultados en
aquellos pacientes con mayores niveles de IL-5 en secrecion nasal (> 40 pg/ml)
(Gevaert et al., 2006). No se registrd ningun efecto adverso en el grupo tratado
con mepolizumab, demostrandose como un farmaco seguro. Actualmente se
considera como una alternativa terapéutica prometedora, todavia en fase de
investigacion. Resulta fundamental un mayor conocimiento de esta enfermedad
para identificar fenotipos dentro de la RSCcPN que sean sensibles a este

tratamiento.

6.1.3.3.- Anticuerpo monoclonal frente a IgE

En pacientes con RSCcPN se ha comprobado un aumento de IgE plasmatica y
nasosinusal, frente a muestras procedentes de pacientes control. El tratamiento
con anticuerpo monoclonal frente a IgE, omalizumab, disminuye su
concentracion tanto a nivel local como sistémico y actualmente esta aprobado
en el asma alérgico moderado-severo y severo (Fokkens et al., 2012). Un
ensayo clinico midi6 la eficacia de este tratamiento en pacientes con RSCcPN
grave, resistente a tratamiento médico y quirurgico. Como criterio de inclusion
se requirieron niveles pretratamiento de IgE en sangre entre 30 y 700 1U/ml.
Los resultados indicaron una mejoria significativa en la opacificacion sinusal
determinada por TC. Sin embargo no se hallaron diferencias en los test de
calidad de vida, olfatometria o hallazgos endoscopicos (Pinto et al., 2010). Si
bien se requieren mas estudios para determinar el posible papel de este
anticuerpo, su uso no se recomienda en RSCcPN por el riesgo de reaccion
anafilactica, 1 por cada 1000 pacientes tratados, y su asociacidon a una mayor

frecuencia de sufrir enfermedad cardiovascular, trombocitopenia y cancer (Cox

53




Introduccion

et al.,, 2011; “Omalizumab: a second look in severe persistent asthma: new

adverse effects.,” 2011).

6.1.3.3.- Desensibilizacion frente a AAS

Otra modalidad de tratamiento alternativa consiste en la desensibilizacion
frente a AAS. Esta solo es (til para aquellos pacientes con rinosinusitos crénica
y poliposis nasal que ademas padecen asma no alérgica e hipersensibilidad a
la AAS u otros farmacos inhibidores de la ciclooxigenasa 1. Se ha objetivado
que, tras una crisis de broncoconstriccion por exposicidon a AAS, sigue un
periodo de 24-72 horas durante el cual no hay cambios bronquiales frente a
nuevas exposiciones a AAS e incluso el paciente puede experimentar mejoria
clinica (Stankiewicz et al., 2011). El tratamiento consiste por tanto en la
administracion a largo plazo de pequefias dosis orales de AAS. No es una
terapia inocua, pues existe el riesgo de una reaccion de hipersensibilidad grave
y de complicaciones gastrointestinales. La administracion del AAS de forma
topica nasal disminuye estos riesgos. Sin embargo, la administracién local de
AAS no produjo diferencias frente a placebo respecto al control de la
enfermedad (Parikh y Scadding, 2005). Dado que aun no existen evidencias de
peso suficiente respecto a su eficacia y sus posibles complicaciones, no se
recomienda su uso general (Stevenson et al., 1984; Forer et al., 2011; Kamani

and Sama, 2011; Fokkens et al., 2012) .

6.2.- Tratamiento quirargico

Hasta la fecha, ningun tratamiento médico o quirdrgico se ha demostrado

54




Introduccién

efectivo para curar la enfermedad. Los pacientes frecuentemente son
sometidos a varios procedimientos quirurgicos a lo largo de su vida y requieren
tratamiento corticoideo, intranasal de mantenimiento y ciclos orales ocasionales
(Alobid et al., 2011) .

Es dificil evaluar la eficacia del tratamiento quirtrgico en la RSCcPN. Tanto por
razones practicas como éticas, resulta complicada la aplicacién de los criterios
para la realizacion de ensayos clinicos cuando se valoran tratamientos
quirurgicos (Fokkens et al., 2010). Ya no solo porque el tratamiento quirargico
es dificil de estandarizar, o que existan mdultiples técnicas disponibles, sino
también los pacientes afectados por RSCcPN presentan grados de enfermedad
muy variables, debilitando asi las posibles conclusiones a extraer de estos
trabajos. También es frecuente la asociacion con comorbilidades frecuentes
como asma o intolerancia a AAS que estd comprobado afectan al resultado
quirargico (Fokkens et al., 2010). Ademas el tratamiento quirirgico suele
complementarse con un tratamiento médico preoperatorio y postoperatorio que
confunde claramente los resultados.

Actualmente la cirugia endoscopica nasosinusal (CENS) es la técnica mas
universalmente aceptada como tratamiento quirargico de esta patologia
(Fokkens et al., 2007) mejorando la calidad de vida de los pacientes afectos sin
curar la enfermedad (Alobid et al., 2005), por lo que tras la intervencion
quirurgica, los pacientes han de seguir habitualmente con tratamiento médico
para disminuir o retrasar la recidiva de la poliposis (Welch y Kennedy, 2010).

La mayoria de estudios que comparan el tratamiento farmacolégico, incluyendo
ciclos con corticoides orales, frente al quirargico concluyen que ambas tienen
similar eficacia en el control de los sintomas (Lildholdt et al., 1989; Alobid et al.,

2005). Dada la ausencia de evidencias que avalen el tratamiento quirurgico
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como tratamiento de eleccion, la CENS aparece en las guias de consenso
como la alternativa al fracaso del tratamiento médico previo consistente
basicamente en corticoides topicos nasales y ciclos de corticoides orales cortos
(Fokkens et al., 2012).

Esta se puede aplicar de forma conservadora, eliminando sélo las formaciones
polipoideas y limpiando sé6lo aquellas zonas sinusales mas afectas, lo que se
denomina como cirugia “a demanda”, o utilizando técnicas mas agresivas,
denudando todo el complejo sinusal de su mucosa, pudiendo llegar a exponer
toda la base del craneo, ambas laminas papiraceas lateralmente, eliminando
todo el laberinto etmoidal y creando una apertura amplia del seno maxilar,
frontal y esfenoidal (Alobid et al., 2011). Algunos autores defienden la técnica
mas “radical” frente a procedimientos quirdargicos mas conservadores. El
trabajo liderado por Jankowski, en el que de forma prospectiva se enfrentaron
dos grupos de pacientes, uno de los cuales fue sometido a una etmoidectomia
radical o nasalizacion y el otro a una cirugia funcional, arroja mejores
resultados en las valoraciones clinicas, exploraciones endoscoépicas
postquirargicas y menor tasa de recidiva en el grupo intervenido de forma mas
agresiva (Jankowski et al., 2006). Otro estudio, esta vez retrospectivo, confirmo
una mejora clinica mas relevante en el grupo de pacientes intervenidos de
forma extensa, limpiando todo el etmoides, frente al grupo cuya intervencion se
limitd al etmoides anterior. En este trabajo ademas no se aprecidé que los
procedimientos mas extensos se asociaran a una mayor frecuencia de
complicaciones quirurgicas (Masterson et al., 2010).

Se estima que alrededor de un 10% de los pacientes responden de forma
insuficiente al tratamiento quirargico por lo que requieren tratamiento médico

intenso e incluso cirugia de revision (Bhattacharyya, 2004). En un estudio con
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118 pacientes con poliposis extensa, con un rango de seguimiento de 12-168
meses, el 60% de ellos desarrolldé una recidiva de la poliposis. A un 47% se le
ofrecid cirugia de revision, y finalmente se operd un 27% (Wynn y Har-El,
2004). Los factores relacionados con una mayor tasa de cirugia de revision son
asma, intolerancia a AAS, poliposis extensa y cirugia de revision previa (King et
al., 1994; Chu et al.,, 1997; Marks and Shamsa, 1997). La lateralizacion del
cornete medio, cicatrices, sinequias, resecciones incompletas de la apdfisis
unciforme o celdas etmoidales sin abrir son hallazgos frecuentes en la cirugia
de revision (Ramadan, 1999; Musy y Kountakis, 2004). Las tasas de éxito de la
cirugia de revision estan entre el 50-70% (Kennedy, 1992; King et al., 1994).
Por otro lado, las tasas de complicaciones tienden a ser mas altas en la cirugia
de revision que en la cirugia inicial, variando desde el 1 al 7% (Chu et al., 1997;
Bhattacharyya, 2004).

Se calcula que aproximadamente un 10% de los pacientes intervenidos van a
tener una pobre respuesta a dicha cirugia. Los factores de riesgo para requerir

cirugia de revision son (Bhattacharyya, 2004):

— Presencia de sinequias en meato medio
— Lateralizacion de cornete medio

— No eliminacién de segmentos importantes de apoéfisis unciforme en la
cirugia primaria
— Presencia de abundantes celdas etmoidales sin abrir en la cirugia
primaria.
También la coexistencia de la RSCcPN con asma y/o intolerancia a AAS, o con
enfermedades sistémicas con polipos nasales como la fibrosis quistica

empobrecen los resultados quirurgicos (Alobid et al., 2011).
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No obstante, independientemente del procedimiento quirirgico, éste no esta
exento de complicaciones. En general, el porcentaje de estas varia entre 4,3 y
6% (Dalziel et al., 2003). Las complicaciones quirurgicas pueden clasificarse en
hemorragicas, orbitarias e intracraneales.

Las complicaciones hemorragicas tras CENS suelen ser leves y so6lo el 2,2%
son graves o requieren reingreso hospitalario (Dalziel et al., 2006). No obstante
hay casos descritos de complicaciones muy graves como la lesion de la arteria
car6tida interna durante CENS por RSCcPN (Koitschev et al., 2006). Las
complicacion orbitaria mas frecuente es la exposicion del contenido de la 6rbita
(peridrbita, grasa) a la fosa nasal, lo cual ocurre en el 2,1%, sin provocatr,
habitualmente, sintomatologia en el paciente (Dalziel et al., 2006). No obstante
también esta descrito lesion directa de la musculatura orbitaria, pudiendo
provocar diplopia, e incluso lesion del nervio 6ptico con resultado de ceguera
(Alobid et al., 2011). Las complicaciones intracraneales se producen como
consecuencia de la entrada en la base del craneo, sobre todo en aquellas
regiones anatomicas de hueso mas fragil como la lamina cribosa,
desembocando en una fistula de liquido cefalorraquideo (LCR) por la que éste
fluye desde la apertura traumatica de la duramadre hacia la fosa nasal. La
frecuencia de fistula de LCR postquirurgica varia entre 0,2 y 3% de los casos
(Dalziel et al., 2006).

En general, todas estas complicaciones pueden clasificarse en leves o graves,
segun la severidad de las mismas. En general se estima que las leves
aparecen en el 4% y las graves en el 0,5% de las cirugias nasosinusales via

endoscopica (Fokkens et al., 2007).
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7.- Deteccidon de un problema

En definitiva la RSCcPN es una enfermedad cronica, sin tratamiento curativo,
sin un protocolo de manejo terapéutico unico, cuyos pacientes estan sometidos
de forma continua a terapia con corticoides a los que no siempre responden y
con el riesgo de desarrollar numerosos efectos secundarios. Hoy por hoy, la
RSCcPN se considera una enfermedad heterogénea, en la que es fundamental
identificar los diferentes fenotipos para aplicar tratamientos mas ajustados que
permitan un mejor control. De hecho, son multiples los trabajos que en este
sentido establecen posibles subclasificaciones de la enfermedad segun
diferencias histoldgicas y moleculares (Gevaert et al., 2011; Akdis et al., 2013;
Ikeda et al., 2013). No todos los pacientes responden igual, necesitando cada
uno de ellos una estrategia individualizada (Van Zele et al., 2010; Wen et al.,
2012). Detectar, previo a la instauracion de cualquier tratamiento, aquellos
pacientes mas sensibles a una de las opciones médicas disponibles, seria de

gran utilidad, permitiendo seleccionar la terapia médica mas adecuada.
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Figura 5. Fenotipos en relacion con endotipos propuestos y posibles asociaciones. Tomado de consenso

PRACTALL (Akdis et al., 2013).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La poliposis nasal es una enfermedad inflamatoria cronica que afecta
aproximadamente a un 2-4% de la poblacion general. Aun hoy se desconocen
cuales son los mecanismos etiolégicos que la desencadenan. La mayoria de
los autores la consideran fruto de la interaccién de la genética con factores
ambientales. Esta enfermedad, que afecta significativamente a la calidad de
vida, carece de un tratamiento curativo, siendo el tratamiento farmacolégico
con corticoides topicos y orales el mas extendido. No obstante, no todos los
pacientes controlan los sintomas con esta terapia necesitando otras
modalidades terapéuticas como la cirugia. Segun se profundiza en el
conocimiento de la RSCcPN, cada vez es mayor la percepcion de ésta como
una patologia heterogénea con diversos fenotipos, sin una respuesta uniforme
al tratamiento. Dada la alta prevalencia de esta enfermedad y los efectos
secundarios asociados al uso cronico de corticoides, nosotros planteamos la
necesidad de identificar un parametro o marcador que indique precisamente la
disposicion de la enfermedad a responder o no a un tratamiento. Esto permitiria

individualizar la estrategia terapéutica para ofrecer la mejor opcion disponible.

1.- Hipétesis

Tanto MMP-2, MMP-9 y TIMP-1, por su posible papel en la remodelacion tisular

tipica de la enfermedad, como IL-5, por su funcion indispensable para atraer,
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activar y perpetuar los eosindfilos, célula inflamatoria clave en la RSCcPN, a
nivel local, pueden ser marcadores fiables de la actividad inflamatoria y/o
remodeladora de la enfermedad. Aquellos pacientes con una mayor actividad

serian los pacientes mas sensibles a la terapia corticoidea.

2.- Objetivos

1.- Confirmar la expresion y actividad de MMP-2 y MMP-9 en muestras de
pélipo nasal frente a muestras de mucosa nasal de sujetos sanos.
2.- Estudiar la relacién entre la expresion de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e IL-5 en
pélipo nasal y el efecto de los corticoides orales sobre la RSCcPN
2.1.- Confirmar la heterogeneidad de respuesta clinica de la RSCcPN
tras tratamiento con corticoides orales.
2.2.- Relacionar los niveles de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e IL-5 en
muestras de poélipo nasal con la gravedad de la RSCcPN.
2.3.- Relacionar los niveles de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e IL-5 en
muestras de poélipo nasal obtenidas antes de tratamiento con corticoides
orales con la evolucion de los sintomas tras tratamiento.
2.4.- Correlacionar la variacion de los niveles de ARNm de MMP-2,
MMP-9, TIMP-1 e IL-5 en muestras de pOlipo nasal tras tratamiento con
corticoides orales con la mejoria clinica del paciente.
2.5.- Relacionar los niveles de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e IL-5 en
muestras de poélipo nasal obtenidas antes de tratamiento con corticoides

orales con la necesidad de someterse a tratamiento quirurgico.
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MATERIAL Y METODO

1.- Estudio de la actividad y expresion de MMP-9 y MMP-2 en la RSCcPN

1.1.- Tamano muestral

Para determinar el tamafo muestral requerido para el estudio se revisd
bibliografia previa. En un trabajo sobre la expresion de MMP-9, MMP-7 y TIMP-
1 en muestras de mucosa de pacientes con RSCcPN y RSCsPN frente a
muestras de mucosa de cornete inferior de sujetos sanos que se operaban por
insuficiencia respiratoria nasal, se establecieron tres grupos, un grupo control
con n=10 pacientes, un grupo de pacientes con RSCcPN con n=8 y un ultimo
grupo con RSCsPN con n=10 (Watelet et al., 2004). En otro estudio se midieron
los niveles de ARNm de MMP-2 y MMP-9 mediante PCR y la expresion de sus
proteinas mediante inmunohistoquimica en 20 pacientes con RSCcPN frente a
muestras de cornete inferior nasal de 20 sujetos sanos que se sometieron a
turbinoplastia inferior por insuficiencia respiratoria nasal (Bhandari et al., 2004).
Tras revision de bibliografia se establecid la adquisicion de muestras de 15
pacientes diagnosticados de RSCcPN y de 15 pacientes intervenidos, en el

mismo periodo, de turbinoplastia, como muestras control.

1.2.- Criterios de inclusion

Se verificd que todos los pacientes incluidos en la muestra cumplieran los
criterios recogidos en el documento de consenso europeo (Fokkens et al.,

2012) para el diagnostico de RSCcPN, a los que por falta de control de sus
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sintomas con tratamiento médico se les indicO tratamiento quirdrgico. Se
descartd a los pacientes con diagnostico de asma o intolerancia al AAS.
Tampoco aquellos afectados por enfermedades sistémicas asociadas a
poliposis nasal como fibrosis quistica, discinesia ciliar primaria o afectados de
vasculitis.

Para el estudio no se incluyé ningun sujeto con diagnostico de rinitis alérgica,
comprobando la ausencia de dicha afeccidbn mediante la historia clinica y en los
casos necesarios por el pricktest. El pricktest es una prueba cutanea de lectura
inmediata, util para confirmar una sospecha diagndéstica clinica de una forma
simple, rapida, con bajo coste y alta sensibilidad (Rodriguez-Serna et al.,
2004).

Ninguno de los participantes recibio tratamiento para su afeccion nasal en las
4-6 semanas antes de la intervencion (momento del reclutamiento y la inclusion
en lista de espera quirurgica).

Este estudio fue presentado y aprobado por el comité ético del Hospital
Universitario de Fuenlabrada, y todos los participantes entendieron y firmaron

el consentimiento informado aprobado por dicho comité.

1.3.- Obtencion y preparacion de las muestras

Las muestras fueron obtenidas en quiréfano, tras intubacidén orotraqueal, antes

de iniciar la intervencion quirdrgica, y almacenadas de forma inmediata en

fresco a —80°C hasta su procesamiento. Una vez recogidas todas las muestras,

éstas fueron homogeneizadas por disociacion mecanica y posterior sonicacion.
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1.4.- Determinacion de los niveles proteicos de MMP-2 y 9 por Western-

blot

Los niveles proteicos de MMP-9 y MMP-2 se analizaron mediante Western-blot.
Las muestras, con 20 pg (microgramos) de proteina, procedentes de todos los
pacientes se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 7% y se
transfirieron posteriormente a una membrana de PVDF. Tras la incubacion de la
membrana con anticuerpos especificos para ambas proteinas (IgG de conejo
anti-MMP-9 e IgG de ratén anti-MMP-2; Chemicon International), se procedi6 al
revelado de las bandas, mediante un kit comercial de ECL (Amersham),

siguiendo instrucciones del fabricante.

1.5.- Determinacion de la actividad de MMP-2 y 9 por zimografia

La actividad enziméatica de MMP-9 y MMP-2 se determin6 mediante zimografia
en muestras procedentes de todos los pacientes siguiendo protocolo
previamente descrito (Caso et al., 2007).

Tras densitometria, los resultados se expresaron como densidad Optica
(expresada en unidades arbitrarias; UA) de las bandas de expresion en los

Western-blot, y de digestion en la zimografia.

1.6.- Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, se consider6 distribuciéon no normal de la variable
respuesta, por lo que se utilizd mediana con rango intercuartilico (Rl) como

medida de centralizacion y dispersion. Para contraste de hipotesis se utilizo test
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de mediana. Se fij6 el nivel de significacion estadistica en p < 0,05.

2.- Estudio del papel pronéstico de MMP-9, TIMP-1 e IL-5 en la RSCcPN

2.1.- Tamaho muestral

Para determinar el tamafho muestral requerido se valoraron trabajos similares
previos. En un estudio sobre el papel pronéstico de la expresion del factor
nuclear kappa B, se midi6 mediante PCR la expresion de dicho gen en
muestras de pélipo nasal de 20 pacientes con RSCcPN, previo a tratamiento
con corticoides tdpicos y orales. Se estudidé su correlacion con los niveles de
ARNmMm de dicho factor y la mejoria clinica de los pacientes (Valera et al., 2010).
En otro estudio se relacionaron los niveles basales de IL5 en secrecién nasal,
determinados mediante ELISA, con la respuesta clinica al tratamiento con
anticuerpo monoclonal frente a IL-5 (mepolizumab) en 12 de los 24 pacientes
con RSCcPN incluidos en el estudio (Gevaert et al.,, 2006). Se establecid
finalmente para nuestro estudio, un tamafo muestral de 20 pacientes. Como
muestra control, se seleccionaron 10 pacientes control, pendientes de ser

sometidos a turbinoplastia inferior por insuficiencia respiratoria nasal.

2.2.- Criterios de inclusion

Todos ellos cumplian con los criterios diagnésticos establecidos en la guia
europea EPOS (Fokkens et al., 2012). So6lo se aceptaron para este estudio
aquellos pacientes que no referian historia de asma ni intolerancia a AAS o

afectados por enfermedades sistémicas asociadas a poliposis nasal como
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fibrosis quistica, discinesia ciliar primaria o afectados de vasculitis. También se
descartaron aquellos pacientes con diagnoéstico de rinitis alérgica,
comprobando la ausencia de dicha afeccidbn mediante la historia clinica y en los
casos necesarios pricktest. Los pacientes del estudio no habian recibido
tratamiento con corticoides orales, topicos ni antileucotrienos al menos 3 meses
previos a la inclusion en el estudio. Tampoco referian antecedentes quirurgicos
previos en el area nasosinusal. Los pacientes de la muestra control no referian
sintomas que hicieran sospechar patologia inflamatoria, la exploracion
endoscopica tampoco reveld signos sugerentes de tal y los casos en los que en
la historia clinica habia indicios de coexistencia de rinitis alérgia, esta fue

descartada por Prick-test.

2.3.- Recogida de datos y evaluacion en consulta

Durante la primera consulta se recogieron datos demograficos, tales como
sexo, edad y grupo étnico. Siguiendo los consejos del consenso europeo, la
gravedad del cuadro se determin6 mediante EVA, en la que sobre una linea de
10 cm., marcado en un extremo como ninguna incomodidad y en el otro
extremo como incomodidad maxima, el paciente debe determinar la
incomodidad de los sintomas de la rinosinusitis (obstruccién nasal, rinorrea,
hiposmia y presion o dolor facial), marcando sobre la linea. El resultado se
expresa en centimetros, resultando la medicion mas leve 0 cm. y mas grave 10
cm. Calculando la media de los cuatro valores obtenidos puede clasificarse la
gravedad del cuadro (Fokkens et al., 2007). La utilizacion de la EVA ha sido

validada en la evaluacion de la gravedad de la RSC (Lim et al., 2007).
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— LEVE: 0-3cm
— MODERADO: >3-7cm

— GRAVE: >7-10 cm

La perdida objetiva de olfato fue estudiada mediante test de olfatometria del
Connecticut Chemosensory Clinical Research Center (CCCRC) (Cain et al.,
1988) validado para poliposis nasal (Toledano et al., 2007). Este test consta de
dos partes. En la primera se somete al paciente a una presentacion de
recipientes, numerados del 0-8 que contienen una solucion de butanol diluida al
4% de forma progresiva, avisando al paciente que sefale cuando detecte
sensacion olfativa. De esa manera se registra el llamado umbral de olfacion, o
lo que es lo mismo, la concentracidn minima de butanol que el paciente es
capaz de detectar. La segunda parte del test consiste en la capacidad que tiene
el paciente para identificar olores de sustancias como jabén, naftalina, mentol,
café, canela, cacahuete, polvos de talco y chocolate, de una lista con otros
productos domésticos habituales, registrando el numero de ellas que identifica
correctamente. La media de ambos valores se define como valor compuesto,
que define la capacidad olfativa del paciente en una escala de 0-8,
considerandose una olfacion normal cuando se alcanza una puntuacion igual o
superior a 6.

La historia clinica se complet6 mediante endoscopia nasal, graduandose el
tamano de los pélipos en grados segun clasificacibn endoscépica clasica

descrita por Lildholdt (Lildholdt et al., 1997).

— Grado 0: Ausencia de polipos.

— Grado 1: Poélipos de pequeno tamafo que no sobrepasan el cornete

medio.
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— Grado 2: Polipos que estan entre el borde craneal y caudal del cornete
inferior.

— Grado 3: Pélipos que rebasan el borde inferior del cornete inferior.

Durante la endoscopia nasal, en consulta, se procedioé a recoger dos muestras
de polipo nasal mediante pinza Blackesley y almacenamiento inmediato de una
de ellas a -80°C hasta su procesamiento en laboratorio para analisis mediante
reaccion en cadena de la polimerasa transcripcion inversa (RT-PCR). No se
utilizé sustancia anestésica ni vasoconstrictora tépica previa a la toma de
biopsia.

Del mismo modo, también se realizé estudio radioldgico mediante TC en todos
los casos, evaluando la extension de la enfermedad mediante la escala Lund-
Mackay, que mide la opacidad de los senos paranasales de forma individual

(Lund y Mackay, 1993) (Figura 1).

Figura 1. Escala de extension radiolégica de RSC Lund-Mackay. El resultado de la escala se obtiene de
la suma de las puntuaciones de cada uno de los senos. 0: sin anomalias; 1: opacificacion parcial; 2:
opacificacion total. 0*: sin obstruccion; 2*: obstruido

Region sinusal Izquierda | Derecha
Maxilar (0,1,2)
Etmoides ant (0,1,2)
Etmoides post (0,1,2)
Esfenoides (0,1,2)
Frontal (0,1,2)

Complejo
osteomeatal (0 6 2)*

Puntuacion total

Completada la primera consulta, a todos los pacientes se les paut6 tratamiento

72




Material y método

con corticoides orales, manteniendo la misma pauta de metil-prednisolona 1
mg/kg/dia en una sola dosis diaria y disminuyendo progresivamente cada 3
dias para completar un tiempo total de tratamiento de 15 dias. Durante este
periodo de tiempo se indico a los pacientes que no se administraran corticoides
via topica. En todos los casos se programd revision en consulta a los 7 dias
para repetir de nuevo evaluacion mediante endoscopia, medicion subjetiva de
sintomas nasosinusales (EVA) y olfatometria. En un subgrupo de 8 pacientes,
los ocho ultimos de la muestra total de 20 pacientes, en la primera consulta se
recogid, ademas de la muestra para procesado para RT-PCR, muestra para
estudio inmunohistoquimico, para lo que se almacené ésta en formaldehido al
4%. En este subgrupo de 8 pacientes, coincidiendo con la consulta de re-
evaluacion clinica a la semana de inicio de tratamiento, se les tomo, de nuevo,
muestra para determinacion de ARNm.

A partir de la segunda evaluacion en consulta se pauto, a todos los pacientes,
tratamiento corticoideo topico nasal con mometasona furoato 50 pg por fosa
nasal cada 12 horas de mantenimiento y se programo revision en consulta a los
3, 6 y 12 meses. Durante el seguimiento, a aquellos pacientes que refirieron
persistencia de los sintomas molestos o empeoramiento respecto a la primera
evaluacion se les ofrecio tratamiento quirdrgico mediante CENS.

Este estudio fue presentado y aprobado por el comité ético del hospital, y todos
los participantes entendieron y firmaron el consentimiento informado aprobado

por dicho comité previo a su inclusion en el estudio.
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2.4.- Procesamiento de las muestras

2.4.1.- Determinacion de ARNm de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e IL-5 mediante
RT-PCR

Para determinar la expresion de ARN mensajero (ARNm) de diversos
mediadores, se extrajo el ARN total de todas las muestras de poélipo nasal y de
las muestras control. La extraccion del ARN se realizé siguiendo el protocolo en
un paso, basado en la separacion de componentes celulares por su solubilidad
en soluciones acuosas u organicas (Chomczynski y Sacchi, 1987). En este
procedimiento, el tejido se homogeniza mecanicamente utilizando Trizol®
Reagent (Invitrogen). Una vez homogenizado, se anadié cloroformo a partes
iguales y tras mezclar por agitacion, se centrifugaron las muestras
obteniéndose dos fases: una acuosa donde esta el ARN y otra organica donde
estan la mayoria de los componentes celulares. Se descart6 la fase organica y
el ARN se precipitd con isopropanol durante10 minutos a temperatura
ambiente. Una vez precipitado se lavé con etanol al 75% y se resuspendio en
agua libre de RNasa (Invitrogen). La cantidad de ARN se determino
espectrofotométricamente (Nanodrop ND-1000 Spectophotometer) y la pureza
se evalué como el cociente entre los valores de absorbancia a 260nm y 280nm
(1,8-2,0). Las muestras de ARN fueron almacenadas a -80°C hasta su
utilizacion.

La sintesis del DNA complementario (cDNA) se hizo por transcripcion reversa
empleando la enzima Superscript Il Reverse transcriptase (Invitrogen),
siguiendo las indicaciones del fabricante. EI cDNA fue almacenado a -20° C. El

estudio de la expresion de ARNm se realizé con muestras por triplicado en un
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termociclador Bio-Rad iQ5. Dicha expresion fue normalizada de acuerdo a la
expresion génica de la actina, y todos los genes se sometieron a una
desnaturalizacién a 95°C por 5 minutos, seguida de 45 ciclos de 95°C por 10
segundos, 60°C por 30 segundos, y 72°C por 40 segundos. Se incluyé un
analisis de la curva de fusion con el fin de confirmar la formacion de un unico
producto de PCR. Las secuencias de los cebadores (primers) usados se

tomaron usando la biblioteca PUBMED:

Tabla 1. Secuencias de primers empleadas para los estudios de PCR a tiempo real

MMP-9 F:5-TGGGGGGCAACTCGGC-3’
R: 5"-GGAATGATCTAAGCCCAG-3’
TIMP-1 F: 5-CGCAGATCCAGCGCCCAGAG-3°
R: 5-GGGTGGGGTGGGACACAGGT-3’
IL-5 F:5-GGCACTGCTTTCTACTCATCGA-3”
R: 5-AGTTGGTGATTTTTATGTACAGGAACA-3’
Actina F: 5-GGCACCCAGCACAATGAAG-3’
R: 5-GCCGATCCACACGGAGTACT-3’

2.4.2.- Inmunofluorescencia

La deteccion de proteinas por inmunofluorescencia (IF) se realizd a partir de
secciones de polipo nasal de 50um de grosor previamente fijadas en
paraformaldehido. Tras la fijacion, se procedié a la permeabilizacion y al
bloqgueo de uniones inespecificas mediante la incubacion de las secciones
(agitacion, 2h, temperatura ambiente) en T-KPBS, al que se le afadié un 5%
del suero correspondiente (Jackson Immuno Research). El tipo de suero
seleccionado dependié en todos los casos del animal empleado para la

produccion del anticuerpo secundario. Seguidamente, se procedid a la
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incubacion del anticuerpo primario en la misma solucibn de bloqueo
(incubacién en agitacion, por toda la noche, 4°C). Tras 3 lavados con T-KPBS,
las secciones se incubaron con su correspondiente anticuerpo secundario
acoplado a fluorescencia (agitacion, 2 horas, temperatura ambiente) o, en el
caso de requerir una amplificacion de la sefial, se utilizé6 el sistema biotina-
avidina. En todos los casos, previo al montaje, se procedié a la tincion de
nuacleos empleando TOPRO (Invitrogen). En la siguiente tabla se resumen los

anticuerpos empleados para los estudios de IF.

Localizacion Anticuerpo primario Anticuerpo secundario Anticuerpo terciario
IL-5 Rabbit anti IL-5 Goat anti rabbit Biotin Streptoavidina Alexa 488
(Santa Cruz Biotechnology) (Vector Lab.) (Invitrogen)
MBP Mouse anti MBP Donkey anti mouse Cy3
(Santa Cruz Biotechnology) (Vector Lab.)

La visualizacion y la toma de microfotografias de los muestras para IF se llevo
a cabo empleando el microscopio confocal Zeiss y el software ZEN 2009 (Carl
Zeiss Microimaging GmbH).

El analisis de las microfotografias obtenidas fue realizado mediante el software
Imaged (version 1.46r; National Institute of Health, USA). Para el analisis de los
resultados se sigui6 métodos previamente descritos en polipo nasal (Groot
Kormelink et al., 2012). Asi, el contaje celular para cada anticuerpo, células
positivas para IL-5 y para MBP, se obtuvo de la media del valor obtenido de 6
fotos, seleccionadas al azar, de cada muestra con una magnificacion 200x.
Estos 8 pacientes se clasificaron en dos grupos. Pacientes con pdlipos
inflamatorios, los cuatro pacientes con menor media de numero de
eosindfilos/campo, y pacientes con polipos eosinofilicos, los cuatro pacientes

con mayor media de numero de eosinéfilos/campo.
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2.4.3.- Analisis estadistico

Una vez medido el ARNm de todas las muestras de poélipo previo a tratamiento
con metil-prednisolona, se subdividid a los pacientes de la muestra en dos
grupos. El grupo con niveles de ARNm de IL-5 alto y el grupo con nivel bajo.
Dado que el tamafio muestral disefiado no era elevado, se decidi6 como punto
de corte el valor de mediana de ARNm de IL-5 obtenido de todas las muestras.
Lo mismo se hizo para MMP-9 y TIMP-1.

Para relacionar el nivel de ARNm alto y bajo de IL-5, MMP-9 y TIMP-1 previo al
tratamiento con corticoides orales con la mejoria en la EVA general y por
sintomas (obstruccién, rinorrea, hiposmia y presion o dolor facial), asi como
con la medicién objetiva de la mejoria del olfato por olfatometria, se utilizd el
test no paramétrico U Mann-Whitney, considerando significativo valor de
p<0,05.

En un subgrupo de ocho pacientes se tomaron dos muestras de polipo nasal.
Una pretratamiento, y otra tras una semana desde el inicio de toma de
corticoides orales. En cada paciente se registro:

— Diferencia de ARNm, calculando la diferencia entre ARNm pre-
tratamiento y ARN post-tratamiento de MMP-9, TIMP-1 e IL-5.

— Diferencia del valor de EVAc, calculando la diferencia entre EVAc
pre-tratamiento y EVAc post-tratamiento. Al valor obtenido se le
denomin6 cambio EVA general.

— Diferencia del valor de olfatometria, calculando la diferencia entre
olfatometria pre-tratamiento y olfatometria post-tratamiento. Al valor

obtenido se le denomin6 cambio olfatometria general.
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Este grupo de 8 pacientes se subdividi6 en dos grupos de cuatro pacientes
cada uno, por un lado, los cuatro pacientes en los que mas se redujo la
concentracion de ARNm tras tratamiento con metil-prednisolona y los cuatro
pacientes en los que menos diferencia se objetivo. Esta division en dos grupos
se realizd por separado con el ARNm de MMP-9, TIMP-1 e IL-5.
Posteriormente, se estudiaron las posibles diferencias de respuesta, tras
corticoides orales, entre ambos grupos (para cada ARNm) con las variables
cambio EVA general y cambio olfatometria general, utilizando de nuevo test no
paramétrico de U de Mann-Whitney y considerando el mismo nivel de
significacion que en los estudios previos. También se buscé la correlacion del
cambio de expresion de los genes con el cambio EVA general y con el cambio
olfatometria general. Para ello se utilizd6 la correlacibn no paramétrica de
Spearman.

Para el estudio de la relacion entre los niveles de ARNm IL-5, MMP-9 y TIMP-1
como factor pronéstico de necesidad de intervencion quirdrgica mediante
CENS por falta de control médico se compararon los dos grupos de pacientes,
clasificados segun niveles altos y bajos de ARNm IL-5 pretratamiento, MMP-9
pretratamiento y TIMP-1 pretratamiento mediante el método de Kaplan-Meyer,
valorando como evento desfavorable el tratamiento quirdrgico durante los 12
meses de seguimiento para medir asi la evolucion de ambos grupos. Para el
estudio estadistico se utilizd el test Mantel-Cox con el nivel de significacion

estadistica establecido en p<0,05.
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Figura 2. Esquema de estudio. *Muestras tomadas solo en los ultimos 8 pacientes.

|Dia0| |Dia7|

Tratamiento oral metil-prednisolona
. P> | Seguimiento 12 meses

E i Endoscopia
E(}i\oscopla EVA
Olfatometria Olfatometria
Escala Lund-Mackay Segunda muestra para RT-PCR*
Muestra para RT-PCR
Muestra para IF*
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RESULTADOS

1.- Estudio de confirmacion de actividad y expresion, de MMP-9 y MMP-2

en muestra de polipo nasal frente a muestra control

1.1.- Caracterizacion de la muestra

La media + desviacidon estandar de edad en el grupo de RScPN fue 39,6 + 11,1
(intervalo, 26-68) afos, frente a 31,8 + 7,8 (intervalo, 19-42) afnos en el grupo
control. La distribucion por sexos fue: 60% varones y 40% mujeres en el grupo
de poliposis y 53,3% varones y 46,7% mujeres en el grupo control. El 20% de
los pacientes con RSC se declard fumador (10 o menos cigarrillos/dia) frente al
33,5% de los controles (s6lo uno fumaba mas de medio paquete/dia). No se
observé diferencia estadisticamente significativa en ninguna de las variables
demogréficas entre ambos grupos. En cuanto al grupo de pacientes con
RSCCcPN, el 60% tenia poliposis de grado Ill segun la clasificacion de Lildholt

(Lildholdt et al., 1997), los demas presentaban grado Il.

1.2.- Actividad y expresion de MMP-9 en muestra de pélipo nasal frente a

muestra control

El andlisis de los niveles proteicos mediante western-blot demostrd una mayor
expresion de MMP-9 en los pacientes con poliposis nasal (valor de mediana,
189,3 UA; RI, 162-204,2) que en el grupo control (140,6 UA; RI, 110-144,3) (fig.
1). Ademas, esta mayor expresion se correlacion6 con una mayor actividad

enzimatica de MMP-9 determinada mediante cimografia, ya que los pacientes
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afectados de RSCcPN mostraron una mayor actividad (118,3 UA; RI, 101,5-
124,2) que los controles (85,6 UA; RI, 85-86,5) (figura 1). Por tanto, como
resumen, nuestros resultados mostraron mayores niveles de MMP-9 en las
muestras de polipo nasal que las muestras de mucosa nasal sana procedentes

de pacientes control.

Figura 1. Niveles proteicos y actividad de MMP-9 en pélipo nasal y mucosa nasal sana. PN: Pacientes
con RSCcPN. C: Controles ; UA: unidades arbitrarias. *Contraste de hipotesis: test de mediana, p < 0,05.

RSCcPN Controles RSCcPN Controles
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1.3.- Actividad y expresion de MMP-2 en muestra de polipo nasal frente a

muestra control.

La medida de expresion proteica de MMP-2 mediante Western blot no revel6
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo afectado por RSCcPN
(152,3 UA; RI, 118,7-185,9) y el grupo control (136 UA; RI, 104-149,7) (figura
2).
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Del mismo modo, tampoco se encontraron diferencias al evaluar su actividad
enzimatica mediante zimografia. La densidad 6ptica obtenida fue de 85,1 UA
(RI, 83,3-89) en los pacientes con RSCcPN frente a 85 UA (RlI, 83,4-87) en los

controles (figura 2).

Figura 2. Niveles proteicos de MMP-2 en pélipo nasal y mucosa nasal sana. RSCPN: Pacientes con
RSCcPN. C: Controles; UA: unidades arbitrarias. Contraste de hipotesis: test de mediana, p > 0,05.
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2.- Estudio de la relacion entre los niveles de ARNm de MMP-9, TIMP-1 e

IL-5 en muestra de pélipo nasal con la gravedad de la enfermedad, el

grado de respuesta a tratamiento con corticoides vy el curso de la RSCcPN

2.1.- Caracterizacion de la muestra

La media + desviacién estandar de edad de los pacientes con RSCcPN fue de

49,1 = 13,6 (intervalo, 24-78) afos. La distribucion por sexos fue: 60% (12)
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hombres y 40% (8) mujeres. Segun la clasificacidn endoscdpica de poliposis
nasal, 5% (1) poliposis grado I, 60% (12) poliposis de grado Il y 35% (7)
poliposis grado Ill. En la tabla 1 aparece resumido el resto de valoraciones

clinicas de la muestra.

Tabla 1. Resultados de la medicién mediante EVA, olfatometria y escala Lund-Mackay en la muestra de

20 pacientes con RSCcPN.

Medicion Media Intervalo
EVAo 6,03 1,4-8,3
EVAr 5,96 1,1-9,5
EVAh 5,06 0-10
EVAp 2,82 0-7,9
EVAc 4,97 0,85-8,03
Olfatometria 3,34 0-7
Lund-Mackay 14,07 3-21

De la muestra control, el 70% (7) de los pacientes eran varones frente al 30%

(3) que eran mujeres.

2.2.- Niveles de ARNm de MMP-9, TIMP-1 e IL-5 en muestras de pdlipo

nasal

En la determinacibn de ARNm de todas las proteinas estudiadas, se
procesaron, como controles, muestras de mucosa de pacientes intervenidos de
hipertrofia de cornetes inferiores sin otra patologia nasosinusal. Nuestros
resultados confirman un aumento en los niveles de IL-5, MMP-9 y en el
cociente MMP-9/TIMP-1 de las muestras de RSCcPN frente a controles (figura
3).
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Figura 3. Niveles de MMP-9, TIMP-1 e IL-5 en pacientes con RSCcPN y pacientes control. Contraste de
hipotesis: test U de Mann-Whitney. * p<0,05.
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Gen mediana P 25-75 mediana P 25-75 P
MMP-9 0,1 0,008-0,46 0,01 0,001-0,037 0,031"
TIMP-1 0,34 0,28-0,55 0,6 0,52-0,65 0,11
MMP-9/TIMP-1 0,3 0,03-0,77 0,01 0,001-0,06 0,016*
IL-5 2,09 0,17-6,15 0,06 0-0,43 0,012*
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2.3.- Relacion entre los niveles de ARNm de MMP-9, TIMP-1 e IL-5 con la

gravedad de la enfermedad

El estudio de la relacién entre los niveles de IL-5, MMP-9 'y TIMP-1 con la
severidad de la enfermedad revel6 que el grupo de los pacientes con mayor
concentracion de IL-5 presentaba una puntuacibn mas severa en la EVA
obstruccién nasal que los pacientes con baja concentraciébn (mediana 7,4 vs
5,05 p=0,013) (figura 4A). El resto de valoraciones, EVA rinorrea, hiposmia,
olfatometria, hallazgos endoscépicos y radiolégicos, presentaban una
tendencia a peor puntuacion en los pacientes con altos niveles de IL-5 versus
los pacientes con menor concentracién, aunque no se demostré significacion
estadistica (figura 4A, B, C y D).

El estudio de los niveles de MMP-9 (figura 5A, By C), TIMP-1 (figura 6A, By C)
y el cociente MMP-9/TIMP-1 (figura 7A, B y C) no reveld ninguna relacion con
la puntuacion obtenida con EVA combinado o por sintomas, ni con la

olfatometria ni con la extension de la enfermedad evaluada en TC.
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Figura 4. Puntuaciones clinicas obtenidas segun pacientes con nivel alto o bajo de IL-5. Estudio
estadistico mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney. * p<0,05.
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Olfatometria Endoscopia Lund-Mackay
IL-5 baja IL-5 alta
Variable mediana P 25-75 mediana P 25-75 P
EVA obstruccion 5,05 4,32-6,55 7,4 5,90-8,0 0,01 3"
EVA rinorrea 5,75 4,50-6,72 6,9 4,2-8,8 0,32
EVA hiposmia 3,75 0,60-7,62 8,2 2,65-9,0 0,133
EVA presion 2,7 0-5,22 1 0-6,6 0,842
EVA combinada 4,22 2,44-6,67 5,562 4,47-6,37 0,13
Olfatometria 4.5 2,62-5,25 3,5 0-4,75 0,28
Endoscopia 2 2,0-3,0 2 2,0-2,5 0,4
Lund-Mackay 14 8,0-20,0 16 11,0-18,0 0,96
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Figura 5. Puntuaciones clinicas obtenidas segun pacientes con nivel alto o bajo de MMP-9 Estudio
estadistico mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney. * p<0,05.
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EVA combinada 5,82 4,29-6,97 4,45 3,76-5,59 0,095
Olfatometria 45 0-5,25 4,5 0,37-5 0,968
Lund-Mackay 15,5 11,75-18.75 13 7,0-18,0 0,229

Figura 6. Puntuaciones clinicas obtenidas segun pacientes con nivel alto o bajo de TIMP-1. Estudio
estadistico mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney. * p<0,05.
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Figura 7. Puntuaciones clinicas obtenidas segun pacientes con nivel alto o bajo de MMP-9/TIMP-1.
Estudio estadistico mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney. * p<0,05.
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Variable Mediana P25-P75 Mediana P25-P75 P
EVA combinada 5,8 4,27-6,92 4,42 2,88-5,39 0,062
Olfatometria 4,5 0-5 4,5 1,25-4,87 0,840
Lund-Mackay 16 12,5-19,5 10,5 6,0-17,25 0,060

2.4 .- Efecto del tratamiento con corticoides orales sobre la RSCcPN

Tras una semana de tratamiento con corticoides orales, los pacientes

mostraron una mejoria estadisticamente significativa tanto en la valoracion

subjetiva, con una mejoria en la EVA combinada, como en las objetivas,

valoracion endoscopica y olfatometria (figura 8A, By C).
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Figura 8. Cambios en puntuaciones clinicas tras tratamiento. Estudio estadistico (valoracion dia 0 versus
dia 7 de tratamiento) mediante test no paramétrico de muestras relacionadas (Wilcoxon). * p<0,05.
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No obstante, no todos los pacientes mejoraron de forma importante tras el
tratamiento con corticoides. En un porcentaje no desdenable, la mejoria fue
clinicamente irrelevante. Respecto la EVAc, un 40% de los pacientes
experimentaron una mejoria menor de 1 punto (de escala de 0-10) tras
tratamiento. Por sintomas, mejoraron menos de un punto un 25% de los
pacientes cuando se midi6 EVAo, un 30% en el caso de EVAr y un 50% en el
de EVAh. Respecto a la olfatometria, s6lo un 50% mejor6 uno o mas puntos

tras el tratamiento (figura 9).

Figura 9. Distribucién de los pacientes segin mejoria menor, o igual o mayor de 1 punto en las escalas
EVAy olfatometria tras tratamiento con CC orales.
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2.4.1.- Identificacion de parametros clinicos predictores de sensibilidad a

terapia corticoidea

Se buscéd relacionar el tamafo de los pdlipos pretratamiento, evaluado
mediante endoscopia, con la mejoria clinica de la enfermedad tras tratamiento.

Los pacientes fueron divididos en dos grupos, un grupo de poliposis leve
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endoscoépica, que incluia aquellos pacientes con poliposis grado | y Il de
Lildholdt, y un grupo de pacientes con poliposis extensa endoscépica, con los
pacientes con poliposis grado Il de Lildholdt. Por otro lado, también se dividi6 a
los pacientes en dos grupos segun la extension de la enfermedad a nivel
nasosinusal, evaluado en TC, en pacientes con poliposis leve radiologica,
pacientes cuya puntuacioén en la escala Lund-Mackay estaba por debajo del
valor de mediana de todo el grupo, y los pacientes con poliposis extensa
radioldgica, con valores por encima de la mediana.

Nuestros resultados muestran que los pacientes con poliposis mas extensas no
mejoraban de manera distinta de los pacientes con enfermedades mas leves
(figuras 10 A-B y 11 A-B). Ninguno de los parametros clinicos evaluados predijo

la sensibilidad a los corticoides.

Figura 10. Diferencias en la respuesta a tratamiento segun grado de poliposis medido mediante
endoscopia nasal . Estudio estadistico mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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Figura 11. Diferencias en la respuesta a tratamiento segun extension de enfermedad nasosinusal medida
mediante TC. Estudio estadistico mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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Mejoria EVAc 3,1 0,7-7 1,6 0,4-6,3 0,094
Mejoria olfato 1 0-1 1,75 0-6 0,463

2.4.2.- Estudio de la relacion entre los niveles pretratamiento de IL-5,
MMP-9 y TIMP-1 y eficacia de los corticoides orales sobre la mejoria

clinica de la RSCcPN

Para evaluar el papel pronostico de los niveles de MMP-9, TIMP-1 e IL-5
pretratamiento con la mejoria clinica de la RSCcPN tras tratamiento, se dividid
a los pacientes en dos grupos, segun la expresion de ARNm pretratamiento,
alta o baja, tomando como valor de corte la mediana de ARNm obtenido. Los
pacientes con alta expresion de IL-5 pretratamiento mejoraron de forma mas
relevante, tras una semana de tratamiento con corticoides orales, en las

valoraciones EVAc (figura 12A y 13G-H), EVAo (figura 12A y 13A-B), EVAr
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(figura 12A y 13E-F) y olfatometria (figura 12B y 13I-J). El analisis de los datos
demostrod correlacion lineal estadisticamente significativa entre la concentracion
de IL-5y la mejoria EVAc (Rho de Spearman r=0,690 p=0,001) (figura 14A) y
olfatometria (Rho de Spearman r=0,553 p=0,011) (figura 14B). El estudio de la
expresion de MMP-9 (figura 15A, B, C y D), TIMP-1 (figura 16A, B, Cy D) vy el
cociente MMP-9/TIMP-1 (figura 17A, B, C y D) no revel6 ninguna relacion entre

su expresidn pretratamiento y la mejoria clinica tras el tratamiento.

Figura 12. Mejoria de las puntuaciones EVA y olfatometria tras tratamiento segin el nivel de expresién de
IL-5 pretratamiento. Estudio estadistico mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney. * p<0,05
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Figura 13. Evolucién de la puntuaciones de la EVA y olfatometria respecto a la puntuacion original segin
el nivel de expresion de /L-5 medido pretratamiento. Estudio estadistico mediante U Mann-Whitney.
* p<0,05.
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Figura 14. Correlacion entre mejoria en la escala EVA y la olfatometria tras tratamiento con los niveles de
IL-5 pretratamiento.

Expresion relativa ARNm IL-5

Rho Spearman 0,690 p=0,001

4- u .

2 - ] u - L]
0 . "= =

T T T T T T T \
-056 0,5 156 25 35 45 55 6,5 7,5

Mejoria EVAc tras tratamiento

B

Expresion relativo ARNm IL-5

Rho Spearman 0,553 p=0,011

|
T T T T T T T T \
-0505 15 25 35 45 55 65 7,5 85

Mejoria olfatometria

97




Resultados

Figura 15. Mejoria de las puntuaciones EVA y olfatometria tras tratamiento segin el nivel de expresién de
MMP-9 pretratamiento. Estudio estadistico mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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Figura 16. Mejoria de las puntuaciones EVA y olfatometria tras tratamiento segun el nivel de expresién de
TIMP-1 pretratamiento. Estudio estadistico mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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Figura 17. Mejoria de las puntuaciones EVA y olfatometria tras tratamiento segin el nivel de expresién de
MMP-9/TIMP-1 pretratamiento. Estudio estadistico mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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2.4.3.- Estudio de la relacidon entre los niveles pretratamiento de IL-5 y
eficacia de los corticoides orales en la mejoria clinica de la RSCcPN.

Resultados de inmunohistologia

En un grupo de ocho pacientes se tomaron muestras para el estudio
inmunohistoquimico, observando variedad en la expresidon de IL-5 y de
infiltracion por eosindéfilos entre los diferentes pacientes (figura 18). Nuestros
resultados confirmaron los datos obtenidos del estudio de RT-PCR,
demostrando que los pacientes con mayor expresién de IL-5 pretratamiento
respondian de forma mucho mas eficaz a los corticoides orales, reflejando una
relacion lineal entre el numero de células IL-5 positivas previo al tratamiento y
la mejoria medida en la EVAc y en la olfatometria (figura 19).

Estudiando la posible confusion que el grado de infiltracion eosinofilica podria
provocar en nuestros resultados, dado que los eosinéfilos constituyen una de
las fuentes de produccién de IL-5, dividimos a los ocho pacientes en dos
grupos, segun mediana de numero de eosindfilos por campo, 39,5 (maximo 45,
minimo 32) que denominamos polipos eosindfilos vs 19,8 (maximo 26, minimo
17,6) eosindfilos por campo, que denominamos pélipos inflamatorios.
Observamos que los casos con pdlipos infiltrados por abundantes eosindfilos,
los niveles de células IL-5 positivas estaban aumentados, de manera
estadisticamente significativa (figura 20). No obstante, no observamos relacion
lineal entre el numero de eosindfilos y el de células positivas para IL-5 (figura
21). Este hecho estaria explicado por el hallazgo de otras fuentes celulares en
el pélipo nasal de IL-5 no eosinofilicas (figura 22A y B). Aun asi, comprobamos
como tampoco se cumplia ninguna relacién lineal entre nimero de eosindfilos y

la mejoria clinica, medido por EVAc y olfatometria, tras tratamiento (figura 21).
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Figura 18. Localizacién de los marcadores IL-5 y MBP en pélipo nasal. Ay B. Micrografias representativas
de la co-localizacion de IL-5 (verde) y el marcador de eosinéfilos MBP (rojo) previo a tratamiento con
corticoides orales. A Pélipo inflamatorio con bajo nivel de IL-5. B Pélipo eosinéfilo con altos niveles de IL-
5. C. Control negativo para marcadores IL-5 y MBP. Barra de escala 25 yM.

Figura 19. Correlacion lineal entre el niUmero de células IL-5+ y la mejoria en la EVAc y olfatometria tras
tratamiento con corticoides orales.
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Figura 20. Diferencia de numero de células IL-5 positivas en pélipos eosinofilicos e inflamatorios.
Contraste de hip6tesis mediante test U de Mann-Whitney. * p<0,05.
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Figura 21. Ausencia de correlacion lineal entre nUmero de eosinéfilos y nUmero de células IL-5+ por
campo pretratamiento. De igual modo, ausencia de correlacion lineal entre nimero de eosindfilos por
campo pretratamiento y mejoria EVAc y olfatometria tras tratamiento.

Mejoria EVAc tras tratamiento

Mejoria olfatometria tras tratamiento

Eosindfilos por campo pretratamiento

0
0

Eosindfilos por campo pretratamiento
10 20 30 40 50

Rho Spearman -0,476 p=0,233

Rho Spearman 0,305 p=0,476

0

50

40

30

20+

10+

0

T
10 20 30 40 50

Eosinofilos por campo pretratamiento

Rho Spearman 0,623 p=0,099

10

20 30 40 50 60 70 80

Células IL-5+ por campo pretratamiento

104




Resultados

Figura 22 A. Localizacion de los marcadores IL-5
y MBP por inmunofluorescencia en pélipo nasal.
A. Micrografias representativas de la co-
localizacion de IL-5 (verde) y marcador de
eosindfilos MBP (rojo). B. Proyeccion ortogonal de
la co-localizacion de IL-5 (verde) y MBP (rojo).
Barra de escala de 25 uM. Flecha: eosinofilo con
deposito de IL-5.

Figura 22 B. Localizacién de los marcadores IL-5
y MBP por inmunofluorescencia en pélipo nasal.
A: Proyeccion ortogonal de la co-localizacion de
IL-5 (verde) y ausencia de marcador de
eosindfilos MBP (rojo), demostrando otras fuentes
celulares de IL-5 diferente al eosindfilo. B:
Micrografias representativas de la co-localizacion
de IL-5 (verde) y marcador de eosinéfilos MBP
(rojo). Barra de escala 25 yM. Flecha: célula no
eosinofilica productora de IL-5.
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2.4.4- Relacion entre la variacion de niveles pre y post-tratamiento de IL-5,

MMP-9y TIMP-1 con la mejoria clinica tras terapia con corticoides orales

En un subgrupo de ocho pacientes se comparé la respuesta de la enfermedad
al tratamiento con corticoides orales con los cambios en los niveles de IL-5,
MMP-9 y TIMP-1. Se calculd primero el cambio de expresion de estos genes
tras tratamiento segun la férmula valor ARNm pretratamiento — valor de ARNm
posttratamiento. Si bien se observo disminucion de los niveles de ARNm de IL-
5 y aumento de los de MMP-9, TIMP-1 y MMP-9/TIMP-1, en ninguno de los
casos se demostré que el cambio fuera estadisticamente significativo (tabla 2).
Posteriormente se buscoé relacionar a aquellos pacientes en los que los niveles
de ARNm de IL-5 disminuyeron mas, tras tratamiento, con la mejoria clinica.
Para ello, esta muestra de 8 pacientes se dividi6 en dos grupos, grupo con
mayor disminucion de IL-5 tras tratamiento y grupo con menor disminucién de
IL-5 tras tratamiento. El punto de corte fue el valor mediana de la disminucion
de IL-5 tras tratamiento de los 8 pacientes. A pesar del tamano reducido de la
muestra, se observd una clara tendencia a una mayor mejoria en aquellos
pacientes con disminucion de IL-5 tras tratamiento frente a los que no
disminuyd, demostrandose diferencia estadisticamente significativa en la
mejoria de la medicidn objetiva del olfato (figura 23 y 24). Los pacientes con
descenso de la expresion local de este gen tras corticoides mejoraron 4,5
puntos (valor mediana) en la ofatometria frente a 0 puntos del grupo sin
descenso. De hecho, se demostro relacion lineal (coeficiente Rho de Spearman
0,812 p=0,014) entre la mejoria de la olfatometria y el descenso de la
expresion del gen de IL-5 (figura 25).

En la muestra estudiada, los niveles de MMP-9 y (mediana -0,30;
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maximo/minimo -1,15/-0,01) y TIMP-1

(mediana 0,18; maximo/minimo

-0,18/0,85) no mostraron relacion con cambios en la evaluacion clinica tras

tratamiento.

Tabla 2. Evolucion de la expresion relativa de IL-5, MMP-9, TIMP-1y MMP-9/TIMP-1 tras tratamiento.
Contraste de hip6tesis mediante test U de Mann-Whitney.

ARNm pretratamiento ARNm posttratamiento
Variable Mediana P25-P75 Mediana P25-P75 P
IL-5 0,97 0,19-4,18 0,35 0,09-0,91 0,208
MMP-9 0,0563 0,013-0,083 0,315 0,038-0,843 0,161
TIMP-1 1,004 0,98-1,34 1,15 1,02-1,193 0,401
MMP-9/TIMP-1 0,0493 0,013-0,085 0,2654 0,037-0,747 0,161

Figura 23. Cambio en la valoracion de EVA combinado y olfatometria pretratamiento vs EVA combinado y
olfatometria postratamiento segun modificacion de IL-5. Estudio estadistico (valoracion pretratamiento
versus post-tratamiento) mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney. *: p < 0,05.
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Figura 24. Comparacion del grupo de pacientes con mayor disminucion en la expresion del gen IL-5, con
los de menor disminucién tras tratamiento, con la mejora de la EVA y olfatometria. Estudio estadistico
mediante U Mann-Whitney. * p < 0,05.
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Figura 25. Correlacion entre descenso de /L-5 pretratamiento y mejoria olfatometria tras tratamiento con
corticoides. Test correlacidon no paramétrica Rho de Spearman.
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2.4.5.- Relacion entre niveles pretratamiento de IL-5, MMP-9y TIMP-1y la

evolucion de la enfermedad.

Los pacientes fueron seguidos al menos durante 12 meses, tiempo en el que
se registro si alguno de los pacientes de la muestra fue intervenido. Del total de
pacientes de la muestra, 8 (40%) fueron intervenidos mediante CENS. EIl grupo
de pacientes intervenidos durante el afo de seguimiento mostraba una mayor
expresion de IL-5 (valor mediana de /L-5 grupo no intervenido 0,64 vs 5,37 del
grupo intervenido p=0,029) (figura 26). No se demostro6 relacion en los niveles
de MMP-9 o TIMP-1y la necesidad de CENS durante el afio de seguimiento.
Mediante el método de Kaplan-Meyer y Log Rank (Mantel-Cox) se compararon
aquellos pacientes con mayor concentracion de IL-5 con los de menor
concentracion, demostrando que los primeros tienen peor control de su
patologia a lo largo del tiempo, requiriendo tratamiento quirdrgico con mas
frecuencia, que aquellos pacientes con baja expresion (figura 27).

Figura 26. Comparacion de los niveles de IL-5 de los pacientes sometidos o no a CENS durante 12
meses de seguimiento. Estudio estadistico mediante U Mann-Whitney. * p < 0,05.

* mNo CENS
10 mCENS

Expresion relativa ARNm IL-5

ARNm IL-5 pretto

No CENS CENS
Variable Mediana P25-P75 Mediana P25-P75 P
ARNm IL-5 pretto 0,64 0,17-1,32 5,37 0,78-10,26 0,029*
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Figura 27. Comparacion de la evolucion clinica, respecto a la necesidad de cirugia, del grupo de
pacientes con alta versus baja expresion de IL-5. Estudio estadistico mediante test de Breslow-Wilcoxon
(p=0,049).
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DISCUSION

1.- RSCcPN v la terapia corticoidea oral

La RSCcPN es una enfermedad inflamatoria de gran prevalencia cuya etiologia
y mecanismos fisiopatologicos aun hoy no estan aclarados. Actualmente el
tratamiento de esta enfermedad se basa en el uso tépico u oral, en ciclos
cortos, de corticoesteroides para asi disminuir los sintomas atribuidos a la
inflamacion propia de esta patologia. Dado su caracter crénico y recidivante, es
muy habitual que los pacientes mantengan dosis diarias, de la forma tdpica,
durante largos periodos de tiempo. Si bien se han incorporado recientemente
otras opciones terapéuticas, como la doxiciclina, actualmente ninguna
alternativa médica ha desplazado a los corticoides. La cirugia queda reservada
para aquellos casos en los que, a pesar del tratamiento, no se consiguen
controlar los sintomas molestos de esta enfermedad.

Los corticoides son una terapia util, contrastada en ensayos clinicos frente a
placebo (Benitez et al., 2006)). Sin embargo, muchos pacientes experimentan
escasa mejoria tras su administracion, requiriendo otras opciones terapéuticas.
Aun asi, es frecuente que los pacientes sean sometidos a perioddicos ciclos de
corticoides orales y topicos. Recientemente se ha incrementado el interés por
la identificacion de fenotipos en la RSCcPN, en la que diferentes modalidades
de poélipos nasales, bajo un mismo cuadro clinico, responden de manera
diferente a la terapia médica (Van Zele et al.,, 2010; Wen et al., 2012; Han,
2013; lkeda et al., 2013). Todavia hoy sigue sin existir ningun indicador claro
que identifiqgue a los individuos poco sensibles a esta terapia, por lo que de

manera general se sigue recomendando su utilizacion a todos los pacientes, a
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pesar de ser un tratamiento no exento de posibles efectos secundarios
(Fokkens et al., 2012).

Con este trabajo pretendimos localizar un parametro, clinico o bioquimico, util
para la identificacion de fenotipos sensibles a la terapia con corticoides.
Demostrado ampliamente el hecho de que esta enfermedad tiene una base
inflamatoria y un importante componente de remodelacion tisular, hemos
centrado nuestra atencién en dos clases de proteinas claves en cada uno de
esos procesos. Respecto a la inflamacion, hemos seleccionado la IL-5 como
citoquina secretada por diferentes tipos celulares presentes en la RSCcPN y
fundamental en la migracion, activacion y mantenimiento los eosinoéfilos, célula
clave en esta enfermedad. Respecto a la remodelacién tisular, tipica de esta
patologia, seleccionamos la MMP-9 y MMP-2. Estas forman parte de una
familia de endopeptidasas muy relacionadas con cambios en la matriz
extracelular de multiples enfermedades y procesos fisioldgicos, aunque al
contrario de la IL-5, todavia esta por confirmar su papel en el desarrollo de los

pélipos nasales.

1.1.- La mejoria sintomatica de los corticoides orales no siempre es

relevante

En nuestra muestra, el tratamiento con metilprednisolona, a 1 mg/kg/dia en
pauta descendente cada 3 dias, disminuyd la intensidad de los sintomas
medida mediante EVA y mejoraron en la medida objetiva del olfato. Es
importante recordar que los pacientes incluidos en el estudio no presentaron
control eficaz de los sintomas con corticoides tdpicos, por lo que la muestra

representa a aquellos pacientes con escasa respuesta a tratamiento local y no
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a la generalidad de los pacientes con RSCcPN.

La eficacia de los corticoides orales frente a placebo en la RSCcPN hoy por
hoy no se pone en duda (Alobid et al., 2011; Fokkens et al., 2012). Sin embargo
pocos estudios hay que midan o critiquen realmente la relevancia clinica de
dicha mejoria.

Con este estudio no buscamos restar valor al efecto que los corticoides tienen
en esta enfermedad. De hecho nuestros resultados confirman trabajos previos
en los que se objetiva una mejoria significativa de los sintomas de la RSCcPN
tras tratamiento corticoideo oral. Sin embargo, esa diferencia estadisticamente
significativa no siempre es clinicamente relevante, al menos si nos fijamos en el
amplio grupo de pacientes que no controla sus sintomas con tratamiento
topico. En nuestra muestra un 25% mejora menos de 1 punto en la EVA
referente a obstruccion, 30% en la EVA rinorrea y 50% en la EVA hiposmia. En
la EVA combinada, hasta un 40% sélo mejoré menos de un punto. Del mismo
modo, un 50% mejoré menos de 1 punto la puntuacion obtenida pretratamiento
en el test de olfatometria. Estas mejorias son de escasa relevancia a pesar de
ser “estadisticamente significativas”, sin olvidar que se trata de un tratamiento
de 2-3 semanas de duracion, con posibles efectos secundarios y cuya mejora

se experimentara por un tiempo limitado.

1.2.- La gravedad de la enfermedad o la extension de la misma no

predicen respuesta a la terapia corticoidea

Si bien una de las caracteristicas mas importantes de esta enfermedad es la
ocupacion de las fosas nasales y senos paranasales por formaciones

polipoideas, la experiencia en la evaluacion de estos pacientes demuestra que
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no existe una clara correlacion entre los sintomas y el volumen que los pélipos
ocupan en la fosa nasal (Fokkens et al., 2012).

Otra caracteristica es que no todos los pacientes responden igual al
tratamiento, y que muchos de ellos, aunque mejoran en la valoracion clinica,
esta es poco o muy poco relevante. En la misma linea que las inquietudes
actuales, confirmar e identificar fenotipos de esta enfermedad sensibles a las
terapias médicas actuales es una prioridad.

Actualmente no se dispone del conocimiento ni de las técnicas que fielmente
identifiquen dichos fenotipos. Un reciente estudio ha relacionado poliposis
extensas, grado lll, con peor respuesta a corticoides orales, medida mediante
escalas subjetivas de sintomas, hallazgos endoscoépicos y medicion del flujo
nasal (Kirtsreesakul et al., 2011). Sin embargo, nosotros no hallamos tal
relacibn. En nuestra muestra, aquellos pacientes con valoraciones
endoscopicas mas severas, si bien mejoraron menos en la valoracion general
obtenida en la EVA frente a los pacientes con valoraciones endoscoépicas mas
leves, no encontramos diferencias cuando se compararon la sensacion
subjetiva de obstruccién nasal ni la mejoria objetiva del olfato.

Por otro lado, enfermedades mas extensas, con valoraciones radiologicas

peores, no se relacionaron con una peor 0 mejor respuesta clinica.

2.- RSCcPN vy las metaloproteinasas de la matriz MMP-9 y MMP-2

Existe un grupo de endopeptidasas, llamadas metaloproteinasas de la matriz,
que constituyen el sistema proteolitico mas importante en relacion con la
remodelacion de la matriz extracelular (Parks and Shapiro, 2001; Gueders et

al., 2006).
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La implicacion de estas moléculas en la RSCcPN es todavia confusa. Si bien
son varios los trabajos que observan un aumento de expresion de la MMP-9 en
esta enfermedad (Lechapt-Zalcman et al., 2001; Watelet et al., 2004), otros
estudios lo descartan en favor de otras isoformas de la familia, como MMP-2
(Bhandari et al., 2004) y MMP-7 (Lu et al., 2005). En todo caso, el papel que

juegan estas MMPs es incierto.

2.1.- La MMP-9, no la MMP-2, presenta un aumento de expresiéon y de

actividad en la RSCcPN frente a controles

En nuestro estudio confirmamos, no soélo el aumento de expresion de MMP-9 a
nivel del pdélipo nasal cuando se comparé con muestras procedentes de
pacientes control, sino también su aumento de actividad como gelatinasa. Sin
embargo, no se encontraron diferencias en la MMP-2, quedando patente su

ausencia de relevancia en la RSCcPN.

2.2.- La MMP-9 no se relaciona con la gravedad o extension de la RSCcPN

Esta todavia pendiente conocer el verdadero papel que juega la MMP-9 en la
fisiopatologia de la enfermedad. Toda enfermedad inflamatoria genera una
serie de efectos daninos responsables de los sintomas. Pero por otro lado
también se generan mecanismos de reparacion tisular beneficiosos. Asi surge
la duda acerca del papel, dafiino o beneficioso, que la sobrexpresion de MMP-
9 juega en la fisiopatologia de los polipos nasales (Kostamo et al., 2008). La
MMP-9 colabora en la migracion de los eosinéfilos (Corry et al., 2004), célula

inflamatoria mas relevante en la RSCcPN, se inhibe su expresion en secrecion
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nasal con la doxiciclina la cual es una alternativa terapéutica eficaz para el
control del tamafo de los polipos, aunque no tanto de los sintomas (Van Zele et
al., 2010). Por otro lado existen trabajos que relacionan niveles elevados de
MMP-9 en muestras de mucosa nasal con una peor cicatrizacion tras cirugia
por rinosinusitis cronica (Watelet et al., 2005). Sin embargo otros autores
defienden una funcion antinflamatoria de la MMP-9, asociando valores
elevados del cociente MMP-9/TIMP-1 con una menor infiltracion eosinofilica en
la mucosa nasosinusal y un menor riesgo de reintervencion quirdrgica en
pacientes con RSCcPN (Kostamo et al., 2007). La confusion existente respecto
a la sobreexpresion de MMP-9 en la RSCcPN podria explicarse por el doble
papel que la MMP-9 tiene tanto en la degradacion tisular como en mecanismos
reparativos propios de la homeostasis celular, por 1o que su expresion podria
variar segun la fase de la enfermedad en donde niveles bajos de MMP serian
imprescindibles para el normal equilibrio celularftisular y su aumento se
relacionaria con procesos destructivos/daninos (Kostamo et al., 2008).

Conocer el significado de ese aumento de expresion y actividad de MMP-9 en
la RSCcPN fue uno de los objetivos. Si bien confirmamos que los niveles de
ARNm de MMP-9 estaban aumentados frente a pacientes control, no
encontramos relacién entre la intensidad de sus sintomas (puntuacion EVA 'y
olfatometria) y extensiébn de la enfermedad (valoracion endoscépica y
puntuacion Lund-Mackay) con los niveles de MMP-9. Tampoco lo hallamos en
relacién con su inhibidor, TIMP-1, o con el cociente MMP-9/TIMP-1. Mayor nivel
de ARNm de MMP-9 no estaba ligado a una enfermedad mas grave o extensa.
En este sentido reproducimos los resultados de un trabajo reciente, donde no
se hall6 relacion entre la expresion de MMP-9, en muestra de pélipo nasal, y la

extension de la RSCcPN evaluada mediante TC (Malinsky et al., 2013).
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2.3.- Los niveles de MMP-9 pretratamiento en poélipo no predicen
respuesta al tratamiento con corticoides orales. Los niveles de MMP-9 en

poélipo nasal no se modifican tras este tratamiento

Mayores niveles de MMP-9 locales no se asociaron con mayor 0 menor mejoria
clinica de los pacientes tras el tratamiento. Aunque nuestros resultados
confirman por un lado que la MMP-9 esta sobrexpresada en la RSCcPN, no
observamos que este aumento de concentracién se relacione con una mayor
intensidad de los sintomas o una enfermedad mas extensa. Por otro lado, su
expresion génica no es inhibida, al menos a nivel local, por la administracion de
corticoides orales. Probablemente sea debido a que esta endopeptidasa no es
la Unica que forma parte de la remodelacion tisular de esta enfermedad y que
su presencia también forme parte de mecanismos reparativos, puestos en

marcha a nivel tisular, para contrarrestar el dano producido por la enfermedad.

3.-RSCcPN e IL-5

El patron inflamatorio Th2 tipico de la RSCcPN se caracteriza por su
predominancia eosinofilica y altos niveles de IL5 e IgE (Bachert et al., 2001;
Hamilos et al.,, 1995). La IL-5, constituye una citoquina fundamental en la
RSCcPN, colaborando en la migracion transendotelial de los eosindfilos, el
aumento de su supervivencia y la inhibicion de su apoptosis (Ferguson, 2000;
Van Zele et al., 2006). Su sobreexpresion esta bien documentada (Simon et al.,
1997; Hamilos et al., 1998). La importancia en el desarrollo y mantenimiento de
la enfermedad también se objetiva en otros estudios, donde el tratamiento con

anticuerpo anti-IL5 en pacientes con pdélipos infiltrados por abundantes
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eosinofilos da como resultado la apoptosis de los eosindfilos y la  disminucion
de estos en los tejidos in vitro (Simon et al., 1997). Por otro lado, en los
pacientes con mayor concentracion de IL5 local, obtenido mediante lavado
nasal, la administracion del anticuerpo anti-IL-5, reslizumab, logré la reduccion
significativa en el tamafio de los polipos en 12 de 20 pacientes y disminucion

de la extension de la enfermedad valorado mediante TC (Gevaert et al., 2006).

3.1.- La IL-5 no se relaciona con la severidad ni la extension de la RSCcPN

En nuestro estudio los pacientes con mayor concentracion del gen de IL-5,
previo a ningun tratamiento, no presentaban una valoracidbn endoscépica o
radiologica peor, ni presentaron mayor gravedad en la valoracion subjetiva de
la enfermedad o peor puntuacion en la olfatometria que aquellos pacientes con
menor concentracion. Tan soOlo se detectd diferencia estadisticamente
significativa en la EVA especifica de obstruccion. Es resefable que en general
se observo una ligera tendencia a mayor gravedad en aquellos pacientes con

IL-5 elevada, sin alcanzar significacion estadistica.

3.2.- Niveles de IL-5 pretratamiento como marcador pronédstico de

respuesta al tratamiento con corticoides orales.

Nuestro estudio demuestra que existe una correlacion entre la mejoria clinica
del paciente tras tratamiento con corticoides orales y las concentraciones de
ARNm IL-5 pretratamiento. Los pacientes que presentaron mayor expresion del
gen de esta citoquina experimentaron una mejoria clinica, tanto en la

valoracibn EVA como en la valoracién objetiva del olfato, mayor que la de
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aquellos pacientes con niveles bajos.

Un estudio comprobd el papel pronéstico de IL-5 (medido en secreciones
nasales pretratamiento) para determinar la eficacia en la respuesta a éste. En
este estudio, sbélo aquellos pacientes con elevada concentracion de IL-5
manifestaron sensibilidad al tratamiento con anticuerpo anti-IL-5 (Gevaert et al.,
2006). Sin embargo, el tratamiento de la RSCcPN con anticuerpo monoclonal,
todavia no es una alternativa valida fuera de los ensayos clinicos (Fokkens et
al., 2012).

Existen antecedentes en la literatura estudiando el papel pronéstico, en lo que
respecta a la respuesta a cirugia, de la expresion de IL-5. En un estudio con 15
pacientes, se evalud la expresion de esta citoquina en mucosa nasal de
pacientes con RSCsPN y la coexistencia de rinitis alérgica como factor
pronostico de respuesta a tratamiento quirdrgico mediante CENS (Lavigne et
al.,, 2000). La respuesta se midi6 mediante EVA, cuestionarios de calidad de
vida y hallazgos endoscoOpicos. Aun con la limitacion de mezclar RSC sin
poliposis y rinitis alérgica, concluy6 que soélo la mitad de los pacientes, aquellos
con baja concentracién de IL-5 en las muestras de mucosa nasal etmoidal,
mejoraron tras la cirugia. El grupo de pacientes con mayor concentracion no
mejoraron tras CENS.

Sin embargo, en nuestro trabajo, hemos relacionado los niveles de IL-5 con
uno de los tratamientos mas extendidos y recomendados en las guias de
consenso. La terapia con corticoides orales, aunque de extendida y reconocida
eficacia, es un tratamiento médico agresivo, al que no todos los pacientes
responden. La escasa respuesta a este tratamiento constituye una de las
indicaciones para tratamiento con cirugia (Alobid et al., 2011; Fokkens et al.,

2012).

120




Discusion

A nuestro entender, la presente tesis doctoral, es el primer estudio que
selecciona aquellos pacientes afectados de RSCcPN en los que el tratamiento
con corticoides orales va a ser eficiente para el control de los sintomas. En
nuestra muestra, aquellos pacientes con bajos niveles de IL-5 pretratamiento
mejoré menos de un punto en una escala de 0-10 la valoracion sintomatica
general y menos de medio punto, de una escala de 0-7, la valoracion objetiva
del olfato. En este subgrupo de pacientes el tratamiento fue, por tanto,
claramente ineficaz. Si a esto afiadimos que los corticoides orales se asocian
con importantes efectos secundarios, y que en individuos con patologia de
base puede ser una medicacion agresiva, consideramos fundamental el papel
que puede jugar la IL-5 para seleccionar aquellos pacientes a los que no se les
deberia mantener con esta modalidad de tratamiento. Ya que esta via de
administracion es mas potente que la tdpica nasal, pensamos que tampoco
serian subsidiarios de mantenerse con corticoides locales, ofreciendo de forma

precoz otras alternativas terapéuticas.

3.3.- La IL-5 se inhibe localmente tras tratamiento con corticoides orales.
El descenso de los niveles de IL-5 tras tratamiento se correlaciona con la

mejoria en la valoracion objetiva del olfato

Son varios los trabajos existentes que investigan acerca del efecto que los
corticoides orales, como tratamiento de la RSCcPN, provocan en los niveles
locales de IL-5. Por un lado un estudio reciente ha demostrado un efecto
inhibidor en la expresion de IL-5 en secreciones nasales tras tratamiento con
corticoides orales unido a mejoria clinica del paciente (Van Zele et al., 2010) En

otro trabajo, aunque se aprecidé disminucién de la expresion de IL-5 tras
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tratamiento corticoideo, no se encontro relacién entre ésta y la mejoria clinica,
que no se objetivd. (Woodworth et al., 2004). Estos resultados contradictorios
se pueden deber a que no todos los pacientes mejoran igual. Buscando la
relacion que el ARNm de IL-5 tiene con la respuesta sintomatica, objetivamos
que los pacientes que mas redujeron, de forma general, su sintomatologia
fueron aquellos en el que mas se redujo la expresion del gen IL-5 tras
tratamiento, aunque soélo se pudo demostrar significativamente en lo que
respecta a la medicion objetiva del olfato. Por otro lado también se demostro
correlacion, estadisticamente significativa, entre el descenso de la expresion
del ARNm de IL-5 y la mejoria en la olfatometria tras tratamiento.

A tenor de estos resultados, deducimos un importante vinculo entre la
expresion del gen IL-5 en la RSCcPN vy la sensibilidad al tratamiento con
corticoides orales. La IL-5 se muestra, por tanto, como un eficaz marcador para
seleccionar e individualizar el tratamiento. Y no sélo valoramos la sensibilidad
de esta citoquina para detectar fenotipos de RSCcPN sensibles, sino para
identificar aquellos a los que el tratamiento corticoideo no les va a ofrecer
ningun beneficio, evitando efectos secundarios y costes econdémicos vy
ofreciendo alternativas terapéuticas, como puede ser la terapia antibidética como

la doxiciclina o la cirugia, de forma mas precoz.

3.4.- Los niveles de IL-5 predicen la respuesta a los corticoides orales en

la RSCcPN independientemente de la infiltraciéon eosinofilica

Se ha sugerido que el estudio histologico de muestras de polipos nasales
podria indicar la sensibilidad a corticoides orales. Este analisis de los polipos

nasales suele determinar fenotipos en los que sobre todo predominan
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eosinofilos, que es la forma mas frecuente en caucasicos, y no eosinofilicos o
inflamatorios inespecificos, mas frecuentes en asiaticos y orientales (Pearlman
et al., 2010). Un estudio reciente dividid a los pacientes con esta enfermedad
en tres subgrupos segun la infiltracion predominante, eosindéfilos, o neutrofilos.
Segun sus resultados, aquellos pacientes en cuyos poélipos nasales
predominaban los neutrofilos eran mas resistentes a tratamiento corticoideo
oral (Wen et al., 2012).

En nuestro estudio, centramos la atencion en el papel que la IL-5 puede tener
en la RSCcPN como marcador de sensibilidad al tratamiento con corticoides
orales. Esta citoquina puede ser segregada, no soOlo por eosinéfilos, sino
también por otros tipos celulares como linfocitos T o mastocitos (Garlisi et al.,
1996; Bachert et al., 2010). Existen trabajos que demuestran la sobreexpresion
de IL-5 en ausencia de eosinofilia tisular en el asma, enfermedad con
abundantes similitudes histologicas vy fisiopatolégicas con la RSCcPN (Baraldo
et al.,, 2011). En nuestro estudio inmunohistoquimico, confirmamos que la
mejoria clinica, medida mediante EVA y olfatometria, mantenian relacion lineal
con el numero de células que expresaron IL-5 previo a tratamiento. Sin
embargo, no se hall6 esta relacion con el contaje de eosindfilos pretratamiento.
La /L-5 se muestra por tanto como un buen marcador prondstico de respuesta
al tratamiento corticoideo oral independiente de la histologia de los polipos

nasales.

3.5.- Los niveles elevados de IL-5 en pélipo nasal aumentan el riesgo de

tratamiento quirurgico

El tratamiento quirargico es un tratamiento no curativo, con posibles
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complicaciones, que no demuestra ser mas efectivo que el tratamiento
farmacoldgico y que se reserva para aquellos casos donde este falla (Fokkens
et al., 2012). Por todo esto, podemos considerar que la necesidad de cirugia
implica una mala evolucién del paciente con RSCcPN.

Existen antecedentes en la literatura respecto a la busqueda de marcadores
pronosticos que indiquen mayor riesgo de recurrir a tratamiento quirurgico en la
RSCCcPN. Asi, se ha descrito la relacion entre valores elevados de eosinofilia en
sangre y mala respuesta a tratamiento quirdrgico. En un estudio con 620
pacientes afectados por RSC, entre los cuales habia pacientes con poliposis
nasal, otros con rinosinusitis alérgica fungica y pacientes con asma, se
describié que aquellos pacientes con eosinofilia en sangre se sometiron con
mayor frecuencia a ciclos de antibidticos, antifungicos y cirugia de revision que
aquellos con valores normales de eosindfilos (Zadeh et al.,, 2002). En este
sentido, un reciente trabajo con 78 pacientes, de los cuales un 40% tenian
alergia, un 35% eran asmaticos y un 26% presentaban intolerancia al AAS,
seguidos al menos durante 18 meses, valoré la relacion entre los niveles de
ECP y la severidad y curso de la RSCcPN (Sun et al., 2009). En este estudio,
aparte de la historia clinica previa, se realizdo TC y se recogieron muestras de
secrecion nasal para la medicibn de ECP e IL-5 antes de someterse a
tratamiento quirdrgico. Durante el seguimiento se tomaron nuevas muestras de
secrecion nasal cada 3 meses. La expresion de la ECP en secrecion nasal se
correlacion6 con los niveles de IL-5, el grado de infiltracion eosinofilia tisular y
la puntuacién Lund-Mackay obtenida del TC preoperatorio. Aquellos pacientes
que recidivaron presentaron niveles de ECP e IL-5, previos al tratamiento
quirargico, mas altos que el grupo de pacientes que no recidivo. Ademas, en

aquellos pacientes que reaparecio la enfermedad, estos niveles se mantuvieron
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elevados persistentemente frente a aquellos pacientes que no presentaron
recidiva. No obstante, no se encontr6 correlacibn entre la concentraciéon de
ECP en la muestra de mucosa nasal y el contaje de eosindfilos en sangre. Asi,
este trabajo, concluy6 que la IL-5 y la ECP medida en secrecién nasal puede
valer como marcador pronoéstico de recidiva de poliposis tras tratamiento
quirdrgico.

En nuestro estudio, respecto al papel pronéstico del ARNm de IL-5,
comparamos sus niveles con la necesidad de intervencion quirdrgica mediante
CENS. Asi, el grupo de pacientes que fue intervenido, un 42%, presentaba
mayor expresion de ARNm de la citoquina que el grupo que no requirié cirugia,
relacionando la /L-5 con una peor evolucién de la enfermedad. A pesar de
beneficiarse mas de la terapia corticoidea, los sintomas de la enfermedad se
intensifican precozmente al dejar de administrarlos recurriendo a tratamiento
quirargico con mayor frecuencia que aquellos pacientes con bajos niveles de
IL-5. Mediante el analisis de supervivencia, se estudio si los pacientes con altos
niveles de ARNm de IL-5 se comportaban de manera diferente de aquellos con
niveles bajos, considerando como evento la necesidad de cirugia. El resultado
confirm6 que el comportamiento de ambos grupos respecto a la cirugia a lo
largo del tiempo de seguimiento es diferente, presentando un mayor riesgo de
intervencion aquellos pacientes con niveles elevados de /L-5.

No se encontrd ninguna relacion entre los niveles de MMP-9 ni TIMP-1 con la
necesidad de cirugia. EI comportamiento de los pacientes segun los niveles de
estos genes no fue tampoco diferente a lo largo del tiempo de seguimiento.
Aunque los resultados de nuestro estudio reflejan que los pacientes con altos
niveles de ARNm de IL-5 responden a la terapia con corticoides orales de

forma mas intensa que los pacientes con bajos niveles, dado que el efecto es
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temporal, este tratamiento no representa una verdadera solucion, al menos a
medio plazo, recurriendo al tratamiento quirdrgico con mayor frecuencia. En
esta enfermedad el tratamiento con corticoides se administra para el control de
los sintomas inflamatorios molestos, sin tratar su etiologia, por lo que la causa
que genera dicha inflamacion persiste a pesar del tratamiento. En cuanto el
efecto de éste desaparece, los sintomas vuelven a agravarse requiriendo de
nuevo una accion terapéutica. Ademas si bien no hemos confirmado que los
pacientes con altos niveles de ARNm de IL-5 tengan enfermedad mas grave o
extendida pretratamiento, si se observa una tendencia a una mayor severidad
de los sintomas en estos pacientes. Asi, a pesar de que aquellos pacientes con
altos niveles de esta citoquina van a responder muy favorablemente a la terapia
con corticoides orales, dado que el numero de ciclos aceptados por afo es
limitado, el riesgo de necesitar tratamiento quirdrgico es alto.

Por otro lado concluimos que el subgrupo de pacientes con escasos niveles de
IL-5, independientemente de la severidad de sus sintomas, no deberian ser
candidatos a ninguna terapia corticoidea, ya que el efecto de estos sobre los
sintomas sera escaso. Nuestro estudio indica que aquellos pacientes con baja
expresion de IL-5 deberian disponer de un algoritmo terapéutico propio, en los
que los corticoides no figuraran. Explorar otras opciones terapéuticas con estos
pacientes como la doxiciclina, macrolidos u ofrecer de forma precoz el
tratamiento quirdrgico parecen, a tenor de nuestros resultados, medidas mas

eficientes.
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CONCLUSIONES

1.- Tanto la expresion como la actividad de MMP-9, pero no las de MMP-2,
estan aumentadas en la RSCcPN.

2.- Existe una diferencia importante en la intensidad de la respuesta a
corticoides orales en la RSCcPN. Estos pueden ser ineficaces para mejorar los
sintomas subjetivos y la medicidn objetiva del olfato en un importante
porcentaje de pacientes.

3.- Niveles elevados de ARNm de IL-5 en poélipo nasal se relacionan con mayor
sensacion subjetiva de obstruccion nasal en pacientes con RSCcPN.

4.- Niveles elevados de IL-5 pretratamiento predicen una respuesta eficaz a la
terapia con corticoides orales. Dada esta correlacidon, esta terapia es ineficaz
en aquellos pacientes con niveles bajos locales de IL-5.

5.- La mejoria objetiva del olfato tras tratamiento va ligada a la disminucion
local de IL-5, tras tratamiento existiendo relacion lineal entre ambas variables.
6.- La asociacion de los niveles de ARNm de IL-5 pretratamiento con la mejoria
sintomatica de la enfermedad es independiente de la presencia de infiltracion
eosinofilica de los pdlipos nasales.

7.- Niveles elevados del gen de IL-5 se relacionan, en un plazo de 12 meses,
con mayor riesgo de necesidad de intervencion quirurgica para control de los

sintomas.
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