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Puesta a punto de un modelo de rinosinusitis crénica asociada a
poliposis nasal monitorizado mediante técnicas de analisis de imagenes
micro CT-PET

Resumen

La rinosinusitis es un proceso inflamatorio que afecta a la cavidad y senos nasales
obstruyéndolos. Se denomina rinosinusitis cronica (RSC) cuando la enfermedad perdura
mas alla de las 12 semanas. La RSC puede verse asociada a podlipos nasales (RSC-PN) o
no (RSC-SP), siendo la poliposis nasal una enfermedad con una morbilidad muy alta
caracterizada por la existencia de estructuras neopldsicas que provocan la obstruccién
de las vias aéreas. Los pdlipos estan formados por el infiltrado de células inflamatorias.
Los tratamientos actuales no son efectivos en gran parte de los pacientes, teniendo que
someterse a repetidas intervenciones quirlrgicas siendo necesario el desarrollo de
nuevos farmacos mas efectivos. La investigacion en modelos animales se encuentra
actualmente limitada por la inexistencia de métodos diagndsticos y de seguimiento de
la enfermedad que no impliquen sacrificar los animales. Este estudio evalua la eficacia
del analisis de imagenes realizado empleando las técnicas de tomografia computarizada
(CT) y tomografia por emisidon de positrones (PET) en el diagndstico de la RSC-PN vy el
seguimiento se su evolucion sobre un modelo animal de la enfermedad desarrollado
mediante instilaciones con ovoalbumina como sensibilizador y enterotoxina B de
Staphylococcus aureus como agente inductor de la misma. La técnica CT se basa en la
capacidad de penetracion de los rayos X para detectar cambios en la densidad de los
tejidos, mientras que la técnica PET tiene la capacidad de calcular la captacidn de la
glucosa mediante un radiomarcador homoélogo. Ambas propiedades se ven alteradas en
el transcurso de un proceso inflamatorio severo. Los resultados obtenidos avalan la
validez de estas técnicas para determinar la existencia de un proceso inflamatorio y
estructuras neopldsicas en el modelo de la enfermedad desarrollado. Los resultados
obtenidos por las técnicas de analisis histolégico post-mortem corroboraron esta
conclusién, permitiendo afirmar que la monitorizacion mediante las técnicas de CT y PET
es un método efectivo para la determinacion y seguimiento de la evolucion de la RSC-
PN en los modelos animales in vivo y posibilitando la investigacién de tratamientos
eficaces de la enfermedad.
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Commiissioning of a model of chronic rhinosinusitis associated with nasal
polyposis monitored by image analysis techniques micro CT-PET

Abstract

Rhinosinusitis is an inflammatory and obstructive process that affects the nasal
cavity and sinuses. It’s called chronic rhinosinusitis (CRS) when the disease lasts beyond
12 weeks. CRS can be associated with nasal polyps (CRSWNP) or not (CRSsNP). CRSWNP
is a disease with high morbidity characterized by the existence of neoplastic structures
that cause airways obstruction. Polyps are formed by the infiltration of inflammatory
cells. Current treatments are ineffective in many of the patients having to undergo
repeated surgical procedures therefore the developing of new and more effective drugs
are necessary. Research in animal models is currently limited by the lack of diagnostic
and disease monitoring methods without sacrificing animals. This study evaluates the
effectiveness of the analysis of images carried out by computed tomography (CT) and
positron emission tomography (PET) technigues in the diagnosis and monitoring of CSR-
PN in an animal model. This animal model of the disease was obtained by an instillations
protocol with ovalbumin as a sensitizer and Staphylococcus aureus enterotoxin B as
inducing agent. CT technique is based on the ability of penetration of x-rays for detecting
changes in tissue density. PET technique has the ability to calculate the glucose uptake
by a homologous radiolabel. Tissue density and glucose uptake are properties that are
altered in the course of a severe inflammatory process. The results obtained confirm the
validity of these techniques to determine the existence of an inflammatory process and
neoplastic structures in the developed disease model. The results obtained by the
histological post-mortem analysis techniques corroborated this conclusion. It can be
said that the use of CT and PET techniques is an effective method for determining and
monitoring the evolution of CSRWPN in animal models in vivo, allowing the research into
effective treatments for the disease.
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1. INTRODUCCION
1.1. Definicion

La rinosinusitis se define como una patologia del sistema respiratorio superior
gue se caracteriza por la existencia de un proceso inflamatorio dentro de la cavidad
nasal y los senos paranasales, y que viene acompanada de dos o mds sintomas uno de
los cuales debe ser congestién, bloqueo, obstruccion o secrecion nasal y el otro puede
ser o bien dolor o presidn facial o bien una pérdida total o parcial de la capacidad olfativa
[1].

Se determina rinosinusitis crénica (RSC) cuando los sintomas perduran pasadas
las 12 semanas. La RSC puede dividirse en aquellos casos en los que la enfermedad
aparece asociada a poélipos nasales (RSC-PN) o sin dicha asociacion (RSC-SP). La poliposis
nasal es una enfermedad de la via aérea superior que cursa con una inflamacién crénica
de la misma. En su asociacién con la RSC, la poliposis nasal es la culpable de que se
produzca una obstruccion fisica de la via aérea [2].

PAlipo nasal

" Inflamacion del meato medio
nasal

—— Secrecién nasal

Figura 1. Dibujo esquematico de los procesos principales con los que cursa la RSC-
PN

1.2. Fisiopatologia

La RSC-PN, a nivel histoldgico, se manifiesta mediante lesiones en la mucosa de
las fosas nasales y senos paranasales caracterizada por la generacién de estructuras
hipertréficas del tejido con forma parecida a la de una uva [1]. Estas estructuras
manifiestan un proceso de engrosamiento de la membrana basal, de produccion de un
edema y en ocasiones de fibrosis del tejido que forma el estroma. El estroma del pdlipo
es de tipo edematoso y estd formado, en su mayor parte, por un infiltrado de células
inflamatorias, en su mayoria eosindfilos, y una matriz de fibrocitos que actia como
sostén de la estructura. Aunque los eosindfilos constituyen la mayor parte del proceso
inflamatorio dentro del pdlipo, también se observa un aumento sustancial de los
neutrdfilos, los mastocitos, los linfocitos, los monocitos y células plasmaticas respecto
de los sujetos sanos. El nUmero de vasos sanguineos en el interior de la estructura es
reducido y de, forma habitual, no presentan tejido nervioso [3].
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La inflamacidn general que presentan las fosas nasales y los senos paranasales
en la RSC-PN se caracteriza por poseer una menor cantidad de linfocitos CD4 activados
en el epitelio y una cantidad mayor de linfocitos CD8 activados en la |lamina propia,
siendo la proporcidn CD4+/CD8+ inversa a la de los sujetos control [4]. Por otra parte,
se determind la asociacion de esta situacion a superantigenos (SAgs) de S. aureus, como
posible desencadenante, en cierto grado, del proceso inflamatorio. Los SAgs se unen al
TDR de los linfocitos en su regién Vbeta. Diferentes estudios, mediante el uso de técnicas
de citometria de flujo, determinaron que los linfocitos CD4+ y CD8+ de pacientes de RSC-
PN poseian sesgos en las Vbeta asociadas a superantigenos de S. aureus [5].

La interaccidn de linfocitos T con superantigenos se muestra como causa directa
de la eosinofilia existente en los tejidos nasales y paranasales de pacientes de RSC que
presentan poliposis nasal. Los linfocitos CD4 activados de tipo Th2 en respuesta a
diferentes reacciones alérgicas o ante la unién de superantigenos secretan citocinas
como IL-4, IL-5 e IL-10. Concretamente la interleucina 5 se vio significativamente
aumentada en los tejidos que presentaban poliposis nasal. Esta citocina es un
homodimero esencial en la maduracién de los eosinéfilos en la médula dsea y su paso
al torrente sanguineo, una vez esta maduracion se ha completado. Diferentes estudios
han demostrado que esta citocina tiene un papel autocrino importante para la
activacion de los eosindfilos y en la elongacion de su vida en el tejido en el que se
encuentran. Estos mismos estudios determinan una correlacion entre las
concentraciones de IL-5 y la proteina catidnica eosinofilica (PCE), convirtiendo esta
interleucina en un factor clave en el aumento de la abundancia de este tipo celular en el
tejido de las fosas nasales y paranasales de los pacientes de RSC-PN [6,7].

Por otra parte la interleucina 4, asi como también la 13 producen la estimulacién
y la secrecion de VCAM-1 por parte de las células del tejido endotelial. VCAM-1 es un
factor que posee un importante poder de reclutamiento de eosindfilos y linfocitos T de
forma preferencial, aumentando asi la presencia de estos en el tejido [8].

Se ha demostrado también que las células del epitelio nasal humano
interaccionan con diferentes toxinas produciendo la liberacion de 1I-8, GM-CSF,
eotaxina, eotaxina-2 y RANTES [9]. Todos ellos poseen la capacidad de atraer mediante
guimiotaxis a los eosindfilos, linfocitos y otras células inflamatorias al lugar donde son
secretados, promoviendo asi su acumulacién. El GM-CSF, por su parte, es un factor que
favorece la supervivencia de eosindfilos siendo, no obstante, menos selectivo que la
interleucina 5, pues poseen también la capacidad de aumentar la proliferacion de otros
tipos celulares como mastocitos o neutréfilos [10].

Si bien es cierto que el conjunto de todos estos eventos es el responsable directo
de la eosinofilia en las fosas nasales y los senos paranasales de los pacientes de la
enfermedad, parece ser que el factor principal de la promocién de la misma es la
interleucina 5, teniendo el resto de factores un efecto sumatorio al papel de esta
citocina. Asi lo demuestra un estudio in vitro de tejido polipoide infiltrado por gran
cantidad de eosindfilos y tratado con anticuerpos monoclonales anti-IL-5, pero no anti-
GM-CSF u otros factores atrayentes, cuyos resultados mostraron una apoptosis
generalizada de los eosindfilos y una disminucién, por tanto, de la eosinofilia en el tejido
[11].

Ademas del fendmeno de eosinofilia y del reclutamiento de linfocitos activados
a la zona epitelial y la [dmina propia del tejido nasal también se produce de forma menos
acusada el reclutamiento de otros tipos celulares inflamatorios. Segun parece, el



numero de macrofagos es mayor en el estroma de los pdlipos nasales y expresan
mayores cantidades de receptores de manosa macrofagicos, poseyendo estos
capacidades de reconocimiento innato, fagocitosis de antigenos y trasduccién de
sefiales proinflamatorias [12]. Los mastocitos no se encuentran significativamente
aumentados en el estroma de los pdlipos nasales respecto de los tejidos de los sujetos
control, sin embargo se ha observado una mayor degranulacidn de los mismos, proceso
que es debido a la interaccion con las IgE presentes en el tejido y que conlleva la
liberacion de diferentes factores proinflamatorios entre los que se encuentra IL-13, que,
como ya se describié anteriormente, tiene un papel importante en el reclutamiento de
eosinodfilos [13]. Los neutréfilos, por otra parte, se vieron aumentados en los sujetos que
sufrian de poliposis nasal respecto a los controles, si bien es cierto que se
desconoce el papel que poseen en el desarrollo de la enfermedad [1].

Se ha descrito que las células endoteliales expresan de forma significativamente
mayor el factor de permeabilidad vascular/crecimiento endotelial vascular (VPF/VEGF)
y sus receptores en las zonas de la membrana basal, zonas perivasculares e incluso
células epiteliales de los sujetos que padecen de poliposis nasal respecto de los sujetos
control [14]. Este factor tiene un papel primordial en la angiogénesis y en la
permeabilidad vascular. Estos datos sugieren que el VPG/VEGF pueda ser una de las
causas principales de la formacién de los pdlipos nasales, asi como, del importante
edema tisular que los caracteriza [15].

1.3. Epidemiologia de la enfermedad

En cuanto a la epidemiologia de la enfermedad los estudios se han basado en los
resultados obtenidos a partir de endoscopias nasales de pacientes que sufrian los
sintomas propios de la rinosinusitis por un periodo de tiempo superior a 12 semanas,
asumiéndose asi como crdnica la enfermedad [1]. Este sistema de evaluacion es vital
para determinar la prevalencia de RSC-PN, puesto que no todos los pacientes que
aseguran sufrir el cuadro sintomatico que caracteriza a la enfermedad muestran, al ser
analizados mediante este sistema, la presencia de pdlipos nasales. Por otra parte, la
presencia de PN puede venir acompafiada de la sintomatologia propia de los mismos o,
por el contrario, de forma silente, siendo este ultimo tipo de pdlipos de caracter
permanente o transitorio. Este hecho implica que existe una clase de pacientes en los
gue no se contempla la existencia de PN hasta que son descubiertos mediante
exploracién clinica [16]. A estos pacientes que por carecer de sintomatologia no son
propensos a diagnosticarles la existencia de PN se debe afadir el hecho de que
aproximadamente un tercio de los pacientes sintomaticos de la enfermedad no solicitan
atencién médica al aparecer los sintomas nasosinusales [17]. La razdén principal de este
hecho es que este tipo de pacientes sufren cuadros sintomatoldgicos mas leves que los
gue si acuden al médico y por tanto no ven la necesidad de este tipo de ayuda. Todo
este cumulo de circunstancias impide por tanto determinar la prevalencia de la
enfermedad de forma absolutamente precisa. Los resultados en los diferentes estudios
epidemiologicos realizados mediante endoscopia varian entre un 0,5% [18] y un 4,3%
[19] de la poblacién general, encontrandose la mayoria en valores situados entre el 2 y
el 3% [16,17]. Si bien es cierto que los resultados son muy diversos, todos ellos recogen
valores similares en cuanto a la distribucién poblacional de la enfermedad, mostrando
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gue existen aproximadamente el doble de casos de RSC-PN en sujetos varones de los
que se dan en mujeres, asi como que existe un aumento de la incidencia de esta
enfermedad en personas que han superado los 60 afios de edad.

Por otra parte se han determinado diversos factores que se encuentran
asociados al padecimiento de RSC-NP.

En diferentes estudios realizados sobre la relacién entre alergias alimentarias y
respiratorias y pacientes de RSC-NP se ha determinado, en rangos muy dispares, cierta
asociacién entre ambas enfermedades, mostrando la prevalencia de alergias en hasta el
64% [20] de los pacientes que padecian PN, otros estudios, en cambio, no consiguieron
demostrar este tipo de relacién. Otros estudios han determinado que existe una relacién
entre las concentraciones de IgE, caracteristicos de procesos alergénicos y la existencia
de infiltrado de eosindfilos en PN [21]. Todos estos indicios, pese a las contradicciones
entre los resultados de diversos estudios, nos sugieren una asociacién entre estas dos
enfermedades, si bien se hace patente la necesidad de un mayor nimero de estudios
en este campo para aclarar las circunstancias en las que se asocian dichas patologias y
como pueden las alergias actuar en la iniciacidn y evolucién de la poliposis nasal.

En cuanto a la asociacion de la RSC-NP y el asma, encontramos evidencias mds
claras [22]. Se ha determinado la presencia de molestias respiratorias en un 42% de los
pacientes de RSC-PN vy sibilantes en un 31% de ellos, declarandose, a su vez, un 26% de
los mismos como asmatico, siendo la prevalencia entre individuos sanos de un 6% [17].
Al contrario, un 7% de los sujetos asmaticos presentan a su vez PN, manteniéndose esta
cifra también alejada de los resultados sobre prevalencia de esta enfermedad en la
poblacion general. De los casos en los que los pacientes sufren ambas enfermedades un
69% de ellos padecen el asma en primer lugar, un 21% desarrollan primero RSC-PN y el
10% restante los hace de forma practicamente simultdnea [23]. Ademds se ha
determinado que los casos de pacientes femeninos que padecen ambas enfermedades
duplican el de masculinos, al contrario de lo que ocurria en casos de RSC-PN generales,
teniendo las pacientes femeninas que padecen PN una probabilidad 1,6 veces mayor de
ser asmaticas y 2,7 veces mayor de ser alérgicas [24].

Los estudios de asociacién de RSC-NP con la intolerancia al acido acetilsalicilico
muestran resultados, que aunque siguen siendo muy dispares, nos dan una evidencia
sélida de la existencia de una relacién entre ambas afecciones. La intolerancia se
muestra en entre un 36 y un 96% de los pacientes de RSC-NP, aumentando la prevalencia
a partir de los 40 anos de edad [25,26].

Por ultimo, diferentes estudios realizados con familiares enfermos muestran un
factor genético de predisposicidon a sufrir la enfermedad. El 52% de los participantes
enfermos de un estudio, poseia familiares o antecedentes de padecimiento de la
enfermedad [27]. Otros estudios determinan una cifra menor pero que sigue siendo
significativa, por ejemplo Greisner y cols. sitian el porcentaje en el 14% [28].

Por otro lado, estudios de gemelos homocigdticos han determinado que no
siempre aparecen en ambos hermanos, determinando que si bien existe una
predisposicion genética, muy posiblemente deban darse situaciones ambientales para
gue finalmente se produzca la aparicién de PN [29].



1.4. Diagndstico y seguimiento de la enfermedad

El diagnosticado de la rinosinusitis cronica en un paciente comienza por una
evaluacidn subjetiva de los sintomas que se realiza cunado este solicita la atencién
primaria. Se basa, principalmente en la presencia de obstruccién, congestion u oclusién
nasal; dolor facial o sensacién de presidn; rinorrea o secrecién posnasal y pérdida total
o parcial del sentido del olfato. A estos sintomas locales se les pueden sumar otros como
irritacion de las vias respiratorias, dolor de garganta, afonia y tos, asi como,
somnolencia, malestar general y fiebre, pero la presencia de este tipo de sintomas varia
notablemente entre pacientes [2]. Todos estos sintomas son comunes tanto en
rinosinusitis aguda como en crdénica, diferencidndose entre ellas en la duracién de los
mismos [1].

Cuando la RSC cursa mediante poliposis nasal puede evidenciar otros sintomas
derivados de la obstruccion nasal fisica producida por los pélipos, como una sensaciéon
valvular cuando, por su disposicidn fisica, Unicamente dejan circular el aire en una
direccion. Pero no todos los casos de poliposis nasal presentan sintomatologia
particular, siendo frecuente que los pacientes presenten la sintomatologia comun de la
RSC [30].

Ademas de la determinacién de la presencia de los sintomas existen diferentes
cuestionarios que evallan la gravedad con la que aparecen. Uno de los cuestionarios
mas utilizados es el Sinonal Outcome Test 20 (SNOT-20) que se basa en el analisis de 20
elementos y es un instrumento facil de utilizar y util en el seguimiento de la enfermedad
asi como en la evaluacidon de la gravedad de la misma [31]. El inconveniente que
presenta es que no posee preguntas en lo referente a obstruccidén nasal ni pérdida del
olfato. Este inconveniente ha sido resuelto por el SNOT-22 pero todavia no se encuentra
validado.

Todos estos métodos, sin embargo, no son por si mismos suficientes para el
diagnéstico de la enfermedad, pues la evaluacion sintomatoldgica puede ser similar o
igual en pacientes con diferentes tipos de rinosinusitis, es por ello necesaria la
evaluacion mediante exploraciones que permitan determinar la existencia o no de
poliposis nasal. La endoscopia es un método diagndstico poco invasivo y muy util para
la determinacién de la RSC-PN en pacientes que no presentan sintomatologia propia de
la poliposis nasal o para la confirmaciéon de la misma en pacientes que si los padecen [1].

La endoscopia se puede utilizar con vasoconstrictores o sin ellos y se utilizan
puntuaciones semicuantitativas donde se valora la existencia de pdlipos, su localizacién
y la obstruccion o no de las cavidades nasales producidas por los mismos. Se puede
evaluar también mediante este sistema la presencia de edema, la rinorrea, la formacién
de costras y la cicatrizacién después de un proceso de extirpacion [32].

La tomografia computarizada (CT) es la técnica de obtencién de imagenes
utilizada en el diagnodstico y seguimiento de la enfermedad como apoyo para la
endoscopia. Este sistema permite determinar alteraciones en el complejo nasosinusal,
la presencia de obstrucciones y cuantificar la gravedad de la misma evaluando la
opacidad que presenta la imagen mediante diferentes software disefiados para este fin.
Estas alteraciones cuantificables y visibles a través de la técnica TC se han descrito tan
importantes para la determinacién de la enfermedad como la presencia de cambios
inflamatorios [33].



Mediante la combinacion de estas técnicas se puede determinar un diagndstico
completo de la enfermedad asi como evaluar la gravedad de la misma y proceder,
posteriormente, al seguimiento de la evaluacion del paciente durante el tratamiento o
tras las operaciones quirurgicas con el fin de determinar si se ha producido una
reaparicion de la poliposis, circunstancia habitual en este tipo de enfermedad.

1.5. Tratamiento

Los tratamientos farmacoldgicos mas utilizados de forma tradicional en el
tratamiento de la RSC-PN son los glucocorticoides [1]. El empleo de los mismos puede
realizarse de forma tdpica o sistémica. Los glucocorticoides actian reduciendo la
respuesta inmunoldgica y, por tanto, el infiltrado de células inflamatorias. Se ha
determinado mediante diferentes estudios que este tipo de tratamientos reducen en
cierto modo el tamafio de los pdlipos nasales y actia sobre diferentes sintomas
asociados a la enfermedad como son los estornudos o la rinorrea, pero no en otros como
la capacidad olfatoria [34]. Los problemas principales de este tipo de tratamientos son
la escasa efectividad en un porcentaje muy alto de los pacientes sobre los que se aplican
y que no consiguen eliminar todos los sintomas derivados de la enfermedad, asi como
los efectos secundarios que producen [35]. Los efectos secundarios principales del uso
de glucocorticoides son supresién del eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal,
osteoporosis o cambios en la densidad mineral ésea, retraso del crecimiento en nifios,
cataratas, y glaucoma [36].

Aquellos pacientes que no obtienen una respuesta eficiente a los tratamientos
farmacoldgicos deben someterse a la cirugia para eliminar la obstruccion nasal
producida por la enfermedad y aliviar los sintomas que conlleva. Este tipo de
tratamiento de la enfermedad tiene una efectividad de entre el 70 y el 90% de los
pacientes, necesitando revisiones quirdrgicas antes de los tres afios en hasta un 10%
debido a la recurrencia de los pdlipos en una gran cantidad de los enfermos. Los
tratamientos quirdrgicos implican molestias adicionales al desarrollo de la enfermedad
y el 1% de los mismos deriva en problemas graves para el enfermo [1].

Los problemas y la baja efectividad que poseen los tratamientos actuales en gran
cantidad de pacientes de RSC-PN hacen evidente la necesidad de desarrollar nuevos
farmacos con capacidad para tratar la enfermedad en un mayor nimero de pacientes,
reduciendo los efectos los efectos secundarios asociados a su uso y evitdndoles
someterse a las intervenciones quirurgicas repetidas.

2. OBJETIVOS

La hipdtesis de partida de este proyecto de basa en los siguientes antecedentes:

1- La RSC asociada a PN es una enfermedad con una muy alta morbilidad.

2- Los tratamientos actuales para la enfermedad no son efectivos para un alto
porcentaje de los pacientes por lo que muchos de ellos deben someterse a
repetidas operaciones quirdrgicas para eludir la sintomatologia y las
dificultades que la RSC-PN conlleva.

3- El diagndstico de la RSC-PN en pacientes humanos se basa en el analisis de la
sintomatologia, la endoscopia nasal y el andlisis de imagenes a través de la
técnica CT Unicamente en casos excepcionales.
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4- Ladiagnosis de los modelos animales de RSC-PN realizados hasta la fecha esta
basada en los analisis histoldgicos de los tejidos nasales realizados post
mortem.

5- Actualmente la investigacién de tratamientos nuevos y efectivos para la RSC-
PN se encuentra limitada por la ausencia de modelos animales que permitan
llevar un seguimiento de la evolucién de la enfermedad mediante técnicas in
vivo.

Los antecedentes descritos permiten establecer la siguiente hipdtesis:

- Un modelo animal de la enfermedad monitorizado mediante micro
CT-PET permitiria realizar un seguimiento efectivo de la evolucion de
RSC-PN, permitiendo la investigacion de nuevos y mejores
tratamientos.

Por tanto, el objetivo de este proyecto es la puesta a punto de un modelo animal
de RSC-PN y el seguimiento de su evolucidn in vivo mediante una monitorizacion llevada
a cabo con las técnicas de analisis de imagenes micro CT-PET y realizando una
comparativa con las técnicas de andlisis histolégicas convencionales para evaluar la
efectividad del seguimiento.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales experimentales

Para el modelo murino de poliposis nasal se utilizaron ratones de la cepa
C57BL/6. Los sujetos se mantuvieron en una camara libre de patégenos y de
temperatura y luminosidad controlada durante todo el experimento.

3.2. Induccidn poliposis

La induccidn de la rinosinusitis alérgica asociada a poliposis nasal se realizd
basandose en el modelo descrito por Dae Woo Kim y col. con ciertas modificaciones
[37].

Se prepararon tres experimentos independientes, nombrados como
experimento 1, experimento 2 y experimento 3. Se utilizé ovoalbimina (OVA, grado V;
Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) en los sujetos de los grupos experimentales para
sensibilizarlos y solucién salina con tampdn fosfato (PBS) sobre los sujetos control. Los
ratones de los grupos experimentales recibieron una inyeccién intraperitoneal con una
solucién compuesta por 25 ug de OVA diluida en 2 mg de gel de hidréxido de aluminio
(Alhydrogel, Invivogen, San Diego, CA, EE.UU.) en los dias 0 y 5 del experimento para
inmunizarlos.

Los sujetos experimentales del experimento uno recibieron instilaciones diarias
de OVA al 3% diluida en 40 pl de PBS desde el dia 12 de experimento hasta el dia 19.
Una vez pasados estos siete dias las instilaciones pasaron de ser diarias a realizarse
Unicamente tres dias a la semana hasta la semana 12, fecha de finalizacion del
protocolo, para continuar con el proceso inflamatorio producido en los sujetos
experimentales. Desde la semana 5 hasta finalizar el experimento, en la semana 12, se
adiciond una instilacién semanal con Enterotoxina B de Staphylococcus aureus (EBS,
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Sigma, St Louis, MO, EE.UU.) en cantidad 10 pug como inductor de la eosinofilia y, de esta
forma, elemento generador de la poliposis nasal.

Los sujetos experimentales del experimento 2 recibieron instilaciones diarias de
OVA al 3% en 40 ul de PBS entre los dias 12 y 19 y posteriormente 3 dias a la semana
hasta la 52 semana. Tras finalizar esta 52 semana se redujo la dosis de OVA al 1% para
mantener la inflamacion de forma menos agresiva y se adiciond una instilacion semanal
de 10 pg de EBS hasta la finalizacidn del experimento en la semana 12, dia 104.

Los sujetos experimentales del experimento 3 recibieron instilaciones diarias de
OVA al 1% en 40 pl de PBS durante la semana que comprendia los dias entre 12 y 19 de
experimento. Pasada esta semana se redujeron las instilaciones a 3 por semana hasta la
finalizacidon del proceso en la semana 12. A partir de la 52 semana se aplicd una
instilacion semanal de 10 ug de EBS.

Los controles de los experimentos 1, 2 y 3 recibieron instilaciones diarias de PBS
entre los dias 12 y 19 y posteriormente 3 instilaciones semanales hasta finalizar el
experimento en el dia 104.

Para poder realizar las instilaciones de tanto controles como sujetos
experimentales los ratones fueron anestesiados mediante la inhalacion de isoflurano
(Baxter, Deerfield, IL, EE.UU.). El proceso de anestesiado se llevé a cabo en un equipo de
anestesia para animales pequefios Flow-Meter (Medical supplies and services int. Ldt,
Keighley, R.U.) consistente en un carro moévil de acero inoxidable, un vaporizador para
isoflurano, un soporte Idea Selectatec para conexidn-desconexién rapida, caja de
distribucién de tres vias, mascarilla para ratones de metacrilato, sistema de aspiracién
cibertec con filtro y llaves de paso y una caja de induccidn. Los sujetos se mantuvieron
en atmoésfera de isoflurano durante aproximadamente 30 segundos y una vez
anestesiados se procedid a pipetear la dosis de instilacion gota a gota sobre sus fosas
nasales de modo que mediante la respiracion normal del animal esta fuera adquirida
por el mismo. Una vez realizada la instilacion se esperé a que los sujetos se recuperasen
del efecto de la anestesia antes de ser devueltos a las jaulas.

Todos los dias del experimento se pesé a todos los sujetos, tanto controles como
experimentales, con el fin de proporcionarles un suplemento alimenticio, suministrado
directamente en el esdéfago mediante una jeringuilla, si se detectaban signos de
desnutricién. El control de la alimentacién de los sujetos, en especial los experimentales,
es necesario debido al alto impacto que tiene el protocolo de induccion de la poliposis
sobre las fosas nasales y, por tanto, en la capacidad olfativa. El ratdn basa gran parte de
su alimentacién en esta capacidad olfativa, motivo por el cual, si esta se ve afectada
seriamente, puede llevar al sujeto a un periodo de inanicidon que haga peligrar su vida.

3.3. Monitorizacion micro CT-PET

La monitorizacion de los sujetos se realizdé durante el desarrollo del proceso de
induccion de la poliposis antes descrito. Los analisis CT fueron realizadas a dias 0, 47, 57,
77,96y 104 del protocolo de induccidén, mientras que los analisis PET se realizaron a dia
0y a dia 104, realizando de forma sucesiva los analisis los dias en los que coinciden los
dos.

Los sujetos se pesaron y se sedaron antes de realizar los analisis de imagenes.
Para ello se les administré una solucion de Ketamina y Metomidina (Ketolar, oficina de
farmacia) via intraperitoneal a los sujetos cuyas dosis se adaptaron a cada uno de ellos
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en funcion a su peso en el momento de la inyeccidon siguiendo las cantidades estandar
que se presenta en la tabla 1. El efecto de la anestesia fue inmediato y todos los sujetos
despertaron satisfactoriamente de ella.

Tabla 1. Dosis de anestesia a administrar por individuo en funcidn del peso del animal

KETAMINA 40 mg/Kg --- MEDETOMIDINA 0,5 mg/Kg
Anestesia por volumen administrado 1000 pL
KETAMINA[ ]i 100 mg/mL MEDETOMIDINA[ Ji 1 mg/mL
PESOg | mg/g pL mg/g uL
200 8,000 80 0,100 100
210 8,400 84 0,105 105
220 8,800 88 0,110 110
230 9,200 92 0,115 115
240 9,600 96 0,120 120
250 10,000 100 0,125 125
260 10,400 104 0,130 130
270 10,800 108 0,135 135
280 11,200 112 0,140 140
290 11,600 116 0,145 145
300 12,000 120 0,150 150
310 12,400 124 0,155 155
320 12,800 128 0,160 160
330 13,200 132 0,165 165
340 13,600 136 0,170 170
350 14,000 140 0,175 175
360 14,400 144 0,180 180
370 14,800 148 0,185 185
380 15,200 152 0,190 190
390 15,600 156 0,195 195
400 16,000 160 0,200 200
410 16,400 164 0,205 205
420 16,800 168 0,210 210
430 17,200 172 0,215 215
440 17,600 176 0,220 220
450 18,000 180 0,225 225
460 18,400 184 0,230 230
470 18,800 188 0,235 235
480 19,200 192 0,240 240
490 19,600 196 0,245 245
500 20,000 200 0,250 250

Los dias que habia programado un analisis por PET, se les inyecto a los sujetos
via intraperitoneal una dosis de 18-fluorodesoxiglucosa (18FDG, Iba-Molypharma,
Alcobendas, Madrid, ES). Este compuesto es un radiofarmaco analogo a la glucosa pero
no metabolizable por el organismo al poseer un dtomo de ¥Fluor en posicion 2. La
tecnologia PET basa su funcionamiento en la deteccidn de los positrones emitidos por la
acumulacién del radiofarmaco, pudiendo cuantificar la cantidad del mismo captado por
cada zona de la anatomia del sujeto y detectando aquellos tejidos donde existe un
cambio positivo o negativo del metabolismo de la glucosa respecto a la situacién normal.
La cantidad de 18-FDG inyectada fue de entre 350 y 500 uCi de actividad. La jeringuilla
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con el radiofarmaco se introdujo antes y después de la inyeccidén al sujeto en un
activimetro Isomed 2010 (Sphymo, Saint-Aubin, FR), determinando mediante la
diferencia entre la actividad existente en la jeringuilla antes y después la actividad exacta
introducida al sujeto. Una vez introducido el radiofdrmaco se debe esperar entre 30 y
40 minutos para que la distribucion del mismo sea completa, permitiendo su captacion
por los tejidos de interés.

Una vez anestesiados los sujetos, y distribuido el radiofarmaco en el caso de
realizarse un analisis por PET, los individuos se introdujeron en la camilla para ratones
del micro PET-SPECT-CT Albira Il (ONCOVISION GEM imaging S.A., Valencia, Comunidad
Valenciana, ES). Los sujetos fueron colocados en posicion prono y se inicié en software
Albira SUITE de ONCOVISION con el cual se realizaron las adquisiciones. Los parametros
elegidos para el andlisis por CT fueron de alta dosis de rayos X (0,4 mAmp), alta
resolucién de la imagen, aplicando 600 proyecciones, y alto voltaje (45kV). Estos
parametros permiten mejorar la calidad de las imagenes obtenidas pero implican un
mayor nivel de radiacion para el individuo. Los dias en los que estaba previsto un analisis
por PET se realizé una adquisicién del cuerpo entero y se introdujeron los datos
correspondientes al peso y a la dosis de radiofarmaco suministrado a cada animal para
que el software realizase la correccion de los datos obtenidos en funcién a ellos.

Una vez finalizada la adquisicidn se realizo la reconstruccién de las imagenes con
el mismo Software, se empled una reconstruccién normal para obtener las imagenes de
cuerpo entero de los individuos tanto para el CT como el PET y adicionalmente se realizé
una reconstruccion avanzada del CT de la zona de los cornetes para obtener imagenes
mas resolutivas de esta zona en concreto.

El andlisis de las reconstrucciones obtenidas fue llevado a cabo mediante el uso
del Software visualizador de imagenes PMOD 2.0. Mediante este programa se
obtuvieron las imagenes de los diferentes sujetos y se realizaron las cuantificaciones.
Las imagenes representativas de la técnica CT fueron obtenidas sin necesidad de
modificaciones para su correcta visualizacién. Las imagenes representativas del PET se
obtuvieron a partir de la superposicion de este andlisis a la guia estructural que
proporciona el CT con el fin de permitir la identificacidn de la localizacion proporcionada
por las sefiales. Para la obtencion de las imagenes de los cornetes del analisis por PET
fue necesario eliminar la sefal producida por el cerebro y el ojo, érganos que necesitan
altos aportes de glucosa en condiciones normales y que impedian obtener de forma
adecuada los resultados obtenidos para los cornetes nasales a partir de las imagenes sin
modificar. La herramienta mdscara del software permite eliminar de la imagen la sefial
producida por un tejido del sujeto sin que la representacion del resto del mismo se vea
alterada, como se ve en la figura 2.
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Figura 2. Ejemplo de enmascarado del cerebro y el ojo de uno de los sujetos.

Para la obtencién de las cuantificaciones se delimité un area o regidn de interés
sobre diferentes cortes de pulmén y cornetes nasales en laimagen de CT obteniendo asi
la cuantificacién de los parametros recogidos para esa region. Estas mismas regiones se
aplicaron sobre el andlisis PET obtenido en la misma sesidn.

Figura 3. Toma de las regiones de interés de los pulmones de un sujeto en CT (izquierda) y su
uso como plantilla en la imagen de PET (derecha).

A partir de estas regiones de interés el software calculd las unidades obtenidas
por las técnicas para permitir la comparaciéon numérica entre los diferentes sujetos que
componen el estudio.
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3.4. Anadlisis histoldgico

Una vez finalizado los protocolos de induccidn de la poliposis y la monitorizacién
del proceso mediante el andlisis de imdagenes, se inicid el analisis histolégico de los
tejidos de los sujetos. Este procedimiento se ided como apoyo al analisis por micro CT-
PET y medio de verificar los resultados obtenidos por este y por tanto su utilidad como
herramienta diagndstica de la enfermedad.

A dia 105 del experimento de induccién de la poliposis los sujetos fueron
sacrificados. Para ello se los colocd en una superficie plana y lisa, se les mantuvo sujeta
la cabeza por la parte trasera del craneo y se realizé un tirdn firme de la base de la cola,
de forma que los animales quedaron desnucados y murieron en el acto.

Una vez sacrificados fueron decapitados y se extrajeron los pulmones. De las
cabezas se elimind la mandibula inferior, la zona craneal y los tejidos blandos de los
costados de las fosas nasales, de esta forma se limité el tejido existente a la zona
correspondiente a los cornetes nasales y se facilitd tanto la posterior inclusion en
parafina como el analisis de los resultados. Las muestras de tejido se lavaron en un tubo
de 50 ml con solucidn salina pre-enfriada a 42C. Los lavados se repitieron dos veces mas
para que fueran completos. Después se introdujeron en un vaso de orina con una
solucién de formol al 4% donde se mantuvieron durante 24h de modo que quedasen
fijados. Con el fin de descalcificarlos, las muestras de tejido correspondiente a los
cornetes nasales, se introdujeron durante 5 dias en un vaso de orina con una solucién
de acido nitrico al 5% manteniéndose a una temperatura de 49C. Las muestras de
pulmdén no necesitaron pasar por este paso de descalcificacién. Posteriormente se
introdujeron las muestras de tejido en casetes de inclusidn en parafina siendo cada uno
correspondientemente marcado con el cédigo identificativo del sujeto y el tipo de
muestra que poseian. Los casetes con los fragmentos de tejido siguieron posteriormente
el proceso de deshidratacion progresiva estandar pero modificado en los tiempos de
estancia en las diferentes soluciones. La deshidratacién progresiva es un proceso que
consta de 8 pasos que se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Protocolo de deshidratacidn previo a la inclusion en parafina.

Pasos Solucidn Tiempo
1 Etano 70% 60 minutos
2 Etanol 96% 3 horas
3 Etanol 96% 90 minutos
4 Etanol 100% 60 mininutos
5 Etanol 100% 2 horas
6 Etanol 100% 6-8 horas
7 Xilol 60 minutos
8 Xilol 60 minutos

Todo el proceso fue llevado a cabo en una campana de extraccion OR-ST 1500
(Burdinola, Amoroto, Bizkaia, Espaiia.).

Una vez finalizado el proceso de deshidratacidn, los casetes se introdujeron en
un bafio de parafina liquida realizado en bafiera con estufa Leica EG 1150H y se dejaron
enfriar en un campo frio Leica EG 1150 C para que solidificase.
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Utilizando un micrétomo Leica RM 2135 se realizaron cortes de 4 um de grosor
en el caso de las muestras de cornetes y de 5 um de los fragmentos de pulmén. Los
cortes de los cornetes de realizaron colocando la muestra en posicién coronal. Las
muestras obtenidas fueron extendidas en una piscina Leica HI 1210 con el agua a 39¢C
y posteriormente depositados en portaobjetos previamente identificados por el sujeto,
el tipo de muestra, la zona de corte y un nimero de corte secuencial con el que conocer,
en el caso de los cornetes, que regidn es la que se encuentra representada. Los cortes
correspondientes a los cornetes nasales se recogieron de las regiones posteriores a los
incisivos y hasta el término del meato medio nasal. Los cortes de las muestras
pulmonares se recogieron indistintamente de todo el érgano.

Una vez depositados en el portaobjetos identificado, se dejaron secar durante
48 horas para evitar desprendimientos de la muestra en el proceso de tincion.

Todos los cortes indistintamente del tipo de muestra, pulmdn o cornetes nasales,
se tifleron mediante la técnica de Hematoxilina-Eosina estandar de la Fundacion
Investigacidon Hospital General Universitario de Valencia con ligeras modificaciones. El
protocolo consta de un proceso de deshidratacién representado en la tabla 3.

Tabla 3. Pasos de la rehidratacién rdpida en el protocolo de tincion mediante
hematoxilina y eosina.

Pasos Solucian Tiempo
1 Xilol 3 minutos
2 Xilol 3 minutos
3 Etanol 100% 1 minuto
4 Etanol 96% 1 minuto
5 Etanol 80% 1 minuto
6 Etanol 70% 1 minuto
7 Agua corriente 1 minuto

Posteriormente se introdujeron las muestras en hematoxilina de Ehrlich (Sigma,
St. Louis, MO, EE.UU.) durante un tiempo de 5 minutos 30 segundos, en vez de los 7
minutos estipulados en el protocolo estandar. El tiempo de estancia en la hematoxilina
fue reducido debido al alto nimero de células inflamatorias del tejido que impedia la
visidon correcta de la muestra a través del microscopio éptico tras el tiempo de estancia
normal. Tras la inmersion en hematoxilina se realizé un lavado abundante en agua
corriente. Posteriormente se produjo una diferenciacién en una cubeta que contenia
agua corriente con unas gotas de acido clorhidrico al 37% hasta que el color general de
la muestra vird hacia el rojizo y el cristal del portaobjetos mostraba un aspecto limpioy
transparente. Después de la primera diferenciacién se produjo una segunda, esta vez en
una cubeta con una solucidn de carbonato de litio saturado en agua destilada, hasta que
la muestra tomd un color ligeramente azulado, seguido de un lavado breve en agua
corriente. Una vez realizados los virajes se introdujo la muestra en una solucién al 0,5%
de eosina (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), en tampdn de acido acético con un pH de 5,5
durante, 5 segundos seguido de un lavado rapido en agua corriente. Por ultimo se realizé
un deshidratado mediante dos pasos rapidos por etanol al 96%, dos pasos rapidos por
etanol absoluto y tres pasos rapidos por xilol.
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Los portaobjetos una vez deshidratados se dejaron secar a temperatura
ambiente durante 10 minutos para eliminar el exceso de xilol y se montaron afiadiendo
una gota de DPX entre la muestra y el cubreobjetos.

Todos los pasos de la tincidn, incluyendo el rehidratado, deshidratado répido y
secado de las muestras, asi como el montaje con DPX se realizdé dentro de una campana
de extraccion OR-ST 1500 (Burdinola, Amoroto, Bizcaia, Espafia.) por seguridad.

Las muestras tefidas fueron meticulosamente analizadas en busca de
estructuras que se correspondiesen con pélipos nasales en las muestras de la zona de
los cornetes nasales obtenidas de los sujetos experimentales y una inflamacidn acusada
en las muestras de pulmdn de los sujetos experimentales que sirviese como apoyo de
que la inflamacion y poliposis desarrollada por los sujetos en las fosas nasales no es un
suceso fortuito. Para ello se utilizé un microscopio éptico Leica CTR 6000 acoplado a
una cdmara Leica DFC 480 con la que realizar las fotografias documentales.

4. RESULTADOS
4.1. Cornetes nasales

4.1.1. Analisis de imagenes

La técnica de toma de imagenes por tomografia computarizada (CT) utiliza
radiacion X para formar imdagenes del cuerpo de los sujetos y muestra sus estructuras
internas en funcidn de su densidad. La densidad de los tejidos analizados se mide en
unidades Hounsfield (HU) con un rango entre +1000, que representa la maxima
densidad y -1000, que representa la minima densidad [38].

+1000 =—
- Hueso +400, +1000
. Hese Tejidos blandos +10,+60
s Higado +40, +60
Materia blanca +43
Teiidos bland Materia gris +40
- €ngos blandos Musculo +10, +40
Agua 0 _|_ .. . Rifiones +30
Tejido adiposo B -
Agua 0
Tejido adiposo -50, -100
-200 Pulmones Bhinen 600, -400
Aire -1000
-1000 == Aire

Figura 4. Valores que toman las unidades Hounsfield para diferentes tejidos en humanos.
El programa informdatico tiene la capacidad de contabilizar las unidades HU

medias de una zona seleccionada o de generar una imagen a partir de estos datos
numeérico traduciéndolos en cédigo de color donde el valor -1000 toma el color negro,
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el valor +1000 toma el color blanco y a los valores intermedios se les adjudican colores
intermedios de la escala de grises.

El andlisis de las imagenes obtenidas a partir de la representacion visual de los
datos tomados mediante la técnica CT de los sujetos control a dia 104 del protocolo de
induccion de la poliposis muestra una morfologia normal de los meatos nasales,
presentando el dibujo laberintico tipico de las vias aéreas de los cornetes nasales.

Por el contrario, las imagenes correspondientes a los sujetos que se sometieron
a las instilaciones con EBS y OVA tomadas al mismo dia presentan una morfologia
alterada de la zona, presentando una mayor densidad del tejido de forma general,
visible en la imagen por la predominancia de un ligero aumento de la intensidad del
color blanco. Se observa un engrosamiento de todo el tejido y como, en ciertas zonas
del meato medio de los individuos instilados con OVA y EBS, el espacio aéreo de las fosas
nasales ha sido invadido por parte del tejido nasal cambiando la morfologia natural del
mismo. Estas circunstancias determinan la existencia de una acumulacion celular en los
sujetos experimentales, respecto a los sujetos control, que reduce el espacio aéreo de
la zona, llegando a bloquearla en algunas regiones. Los resultados no muestran
diferencias entre los diferentes grupos experimentales, observandose las mismas
alteraciones para todos los individuos que recibieron instilaciones de OVA y EBS,
independientemente del porcentaje de OVA suministrado.

Figura 5. La imagen 1 muestra la seccidon coronal de los cornetes nasales de un sujeto control
tomada mediante tomografia computarizada (CT) a dia 104. La imagen 2 muestra la misma
seccion de un sujeto experimental a dia 104. La zona sefialada se corresponde con una invasién
del espacio aéreo.
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Las cuantificaciones de las medias de las unidades Hounsfield, realizadas para
cada uno de los tres experimentos mostraron un aumento significativo en las mismas de
los sujetos experimentales respecto de los sujetos control. En la figura 6 se observa un
aumento significativo de las unidades Hounsfield en la comparacion de los sujetos
instilados con OVA y EBS a dia 104 del protocolo de induccién.

EXP2CTCORNETES EXP1CT CORNETES
150+ 4001
3
—_— -1 300- =
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2 )
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50+ =
0 T

DiA 104
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Figura 6. El grafico de la izquierda muestra la comparacion de las unidades HU
obtenidas para los sujetos control y los experimentales a dia 104. El grafico de la derecha
muestra la comparacion de las unidades HU obtenidas en los cornetes a los diferentes dias
del proceso de induccidn de la RSC-PN.

Las imagenes obtenidas utilizando la técnica de tomografia de emisién de
positrones, de las mismas regiones de los sujetos control a dia 104 del protocolo de
induccion, representadas por la figura 7, muestran una captacién homogénea del
radiofarmaco 18-FDG de la zona. Los colores cdlidos, en la imagen, representan
captaciones elevadas de 18-FDG vy, por tanto, un consumo elevado de glucosa por los
tejidos que representan. Los colores frios en la imagen representan una captacion baja
del radiofarmaco, correspondiendo a un consumo relativamente bajo de glucosa en las
regiones que los toman. No se observan puntos o zonas hipercaptantes en los tejidos
del cornete nasal que de una forma natural no requieren un alto aporte de glucosa, lo
gue indica ausencia de un proceso inflamatorio severo en el meato medio de los sujetos
control analizados.
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Figura 7. Imagen obtenida mediante técnica PET de los cortes coronal, axial y sagital de uno de
los sujetos control a dia 104 del proceso de induccidn.

Las imagenes obtenidas utilizando la técnica de tomografia de emisidon de
positrones, de la zona nasal a dia 104 del procedimiento de induccién de la poliposis,
representadas por la figura 8, muestran un aumento de la captacion del radiofarmaco
18-FDG en diferentes puntos localizados de las fosas nasales y los cornetes de los sujetos
qgue fueron sometidos al tratamiento con EBS. La existencia de un proceso inflamatorio
severo aumenta los requerimientos de glucosa del tejido en el que se produce e implica
un aumento en la cantidad de 18-FDG captada por el mismo al ser analizado mediante
la técnica PET. El hecho de que este aumento de captacién del radiofarmaco se presente
en forma multiples puntos hipercaptantes en ciertas zonas localizadas y de
relativamente pequeifo tamafio se corresponde con una acumulacién de células
inflamatorias que se determind igual a la que presentan el interior de los cuerpos que
integran los pélipos nasales en la RSC-PN. Estos resultados obtenidos a partir del analisis
de imdgenes mediante la técnica PET fueron los mismos para cada uno de los tres grupos
experimentales del proceso de induccidn, sin sufrir variaciones por el diferente
porcentaje de OVA empleado en cada uno de ellos.

17



e
Figura 8. Imagen obtenida mediante técnica PET de los cortes coronal, axial y sagital de uno de
los sujetos que recibié las instilaciones con EBS a dia 104 del protocolo de induccidn. Las zonas
sefaladas muestran multiples focos hipercaptantes de 18-FDG.

El analisis de las cuantificaciones de la captaciéon de radiofdarmaco 18-FDG en los
tejidos correspondientes a los cornetes nasales de los diferentes sujetos mostro un
incremento significativo de la captacién de la misma en los sujetos sometidos a las
instilaciones con OVA y EBS respecto de los sujetos controles a ultimo dia de
procedimiento de induccién de la poliposis. Se puede observar también un aumento
acusado de la captacién de radiofarmaco en los sujetos instilados con OVA y EBS a dia
104 respecto de los mismos individuos a dia 0 del procedimiento de induccion,
permitiendo afirmar que se ha producido con éxito.

EXP 2 PET CORNETES CORREGIDO EXP 3 PET CORNETES POLIPOS CORREGIDO
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CONTROL
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Figura 9. El gréfico de la izquierda muestra la comparacién entre la captacion de 18-FDG
corregido por el peso y la dosis de los sujetos instilados con OVA y EBS entre los dias 0y 104
de induccidn. El grafico de la derecha muestra la comparacién de la captacién de 18-FDG
corregido por el peso y la dosis entre sujetos experimentales y control a dia 104 del
experimento.
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4.1.2 Analisis histologico

El analisis bajo microscopio de las tinciones de hematoxilina y eosina de las
diferentes muestras del tejido de los cornetes nasales ratificé los resultados obtenidos
mediante las técnicas basadas en el analisis de imagenes.

Los cortes histolégicos de los cornetes nasales de los sujetos control muestran
una morfologia normal en sus tejidos. El epitelio mantiene su morfologia y
caracteristicas normales, sin presentar engrosamiento ni un aumento de la secrecién.
No se observan alteraciones subepiteliales ni el infiltrado de células inflamatorias propio
de un proceso de infeccidn.

Figura 10. Fotografias de cortes histoldgicos de sujetos control tefiidos con hematoxilina y
eosina. La escala de las imdagenes superiores se corresponde con 200 um, la de las imagenes
inferiores con 50 um.

Las muestras histoldgicas obtenidas a partir de sujetos experimentales
mostraron, de forma general, la existencia de una inflamacién severa general de todo el
meato medio de las fosas nasales que produce, en ciertas zonas de las muestras, un
engrosamiento del tejido por infiltracion de gran cantidad de células inflamatorias,
siendo las mas frecuentes los eosinéfilos y en menor medida los neutréfilos. Se observa,
a su vez un engrosamiento de las células secretoras, asi como una fibrosis subepitelial
en la mayor parte del tejido.
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Figura 11. Fotografla de cortes hlstologlcos de sujetos mstllados con OVAy EBS tefidos
con hematoxilina y eosina. La escala de las imagenes superiores se corresponde con 200 um, la
de las imdagenes inferiores con 50 um.

En los cortes histologicos de estos sujetos se observa también la existencia de
pdlipos nasales. Estos se presentan como estructuras hipertréficas formadas por la
infiltracion de numerosas células inflamatorias en el tejido del meato medio nasal que
deforma la morfologia tipica del epitelio nasal formando prolongaciones de formas
digitales o de monticulos. El infiltrado celular inflamatorio estd formado en un 80% de
eosindfilos y se observa una mayor secrecion de las células epiteliales adyacentes.

Figura 12. Fotografias de cortes histolégicos de los cornetes nasales de sujetos instilados con
OVA 'y EBS. Los pdlipos nasales han sido marcados con un asterisco.
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La aparicion de pdlipos nasales en los sujetos que recibieron las instilaciones con
OVA vy EBS, asi como el numero de ellos que encontrados por individuo, no guardo
relacién con el porcentaje de ovoalbumina utilizado en la induccién de la enfermedad
siendo 3 el nimero maximo pdlipos nasales encontrados en un mismo individuo.

4.2. Pulmones

4.2.1. Analisis de imagenes

El analisis de las imagenes tomadas por las técnicas CT y PET de los pulmones de
los sujetos sirve de apoyo a los resultados verdaderamente relevantes obtenidos de los
cornetes nasales, puesto que permiten corroborar en otra regién del individuo, también
expuesta al agente inductor de la poliposis, que se obtienen evidencias de un proceso
inflamatorio severo y que estas pueden ser detectadas de forma eficiente mediante
ambas técnicas.

El analisis de las imagenes obtenidas mediante la técnica CT de la zona del torax
de los sujetos utilizados como control a dia 104 del protocolo de induccion muestra una
morfologia normal de los pulmones, asi como una intensidad del color, aplicado a las
unidades Hounsfield obtenidas por la técnica, adecuada para las circunstancias
normales de un pulmén sano.

Figura 13. Imagen de los cortes axial, sagital y coronal de una seccién de la reconstruccion de la
informacidn obtenida por la técnica CT de un sujeto control a dia 104 del protocolo de induccion
de la poliposis nasal.
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El andlisis de las imagenes obtenidas en las mismas condiciones y de la misma
zona de todos los sujetos que fueron sometidos a las instilaciones con EBS y OVA
presenta un aumento notable de la intensidad del color blanco, forma de representar
un aumento sustancial de la densidad del tejido. Esta circunstancia se debe a la
presencia de una inflamacidn severa de todo el tejido pulmonar que cambia la
morfologia del mismo al infiltrarse gran cantidad de células inflamatorias en él. La
infiltracion de este tipo de células produce la invasion de los espacios aéreos y su
oclusién, reduciendo el volumen de aire en el interior de los pulmones y dificultando la
respiracion del individuo. Estos cambios se observaron para todos los individuos
instilados con EBS, sin existir cambios significativos entre los que recibieron porcentajes
diferentes de OVA.

Figura 14. Imagen de los cortes axial, sagital y coronal de una seccién de la reconstruccion de la
informacidn obtenida por la técnica CT de un sujeto experimental a dia 104 del protocolo de
induccion de la poliposis nasal.

El analisis de las cuantificaciones de las unidades Hounsfield obtenidas para los
pulmones de los individuos control a dia 104 del procedimiento de induccion presenta
resultados dentro de la normalidad, siendo los valores claramente negativos en todos
los individuos.

Los sujetos experimentales, en las mismas condiciones, muestran un aumento
significativo del nimero de unidades Hounsfield obtenido para la regidon de los
pulmones, llegando a sobrepasar en algunos casos el valor 0, circunstancia que en un
organo donde naturalmente existe un volumen muy alto del aire, representa una
alteracion grave de sus funciones.
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Se puede observar en la figura 15, como la técnica CT permite realizar un
seguimiento de la evolucién de la enfermedad en los sujetos durante el proceso de
induccion de la RSC-PN, permitiendo una evaluacién del alcance de la inflamacién en
cada momento.
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Figura 15. El grafico 1 muestra la evolucion a lo largo del periodo de induccién de la enfermedad
de diferentes sujetos instilados con OVA y EBS. El grafico 2 muestra la comparativa de las
unidades HU obtenidas por sujetos control y los sujetos instilados por OVA y EBS a dia 104,
nombrados como OVA. El grafico 3 compara las unidades HU obtenidas durante los diferentes
dias del protocolo de instilacién por los sujetos instilados con OVA y EBS, nombrados como OVA,
con las obtenidas por los sujetos control.

El andlisis de las imagenes obtenidas mediante la técnica PET de la zona del térax
de los sujetos control a dia 104 del protocolo de induccién muestra una captacion de la
18-FDG normal en los pulmones para un sujeto sano. Los colores cdlidos representan
captaciones mayores del radiofarmaco que los colores frios. Se observa una captacién
homogénea y sustancialmente inferior a la de otros érganos que poseen naturalmente
una demanda superior de glucosa como el higado o el cerebro.
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Figura 16. Imagen de los cortes axial, sagital y coronal de una seccién de la reconstruccion de la
informacidon obtenida por la técnica PET de un sujeto control a dia 104 del protocolo de
induccion de la poliposis nasal.

El analisis de las imagenes obtenidas mediante la técnica PET de la zona del torax
de los sujetos que recibieron las instilaciones con OVA y EBS a dia 104 del protocolo de
induccion muestra una captacién de la 18-FDG en los pulmones muy superior a la que
presentan los sujetos control. Se observa que mientras en los pulmones de los animales
control el color predominante es el verde y en menor medida el amarillo, en los sujetos
gue recibieron las instilaciones con EBS predomina el color anaranjado y el rojo, simbolo
de captaciones altas del radiofarmaco. El aumento de la captacion es debido al infiltrado
de gran cantidad de células inflamatorias en un proceso de inflamacion severa repartido
por todo el érgano.
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Figura 17. Imagen de los cortes axial, sagital y coronal de una secciéon de la reconstruccion de la
informacidn obtenida por la técnica PET de un sujeto experimental a dia 104 del protocolo de
induccion de la poliposis nasal.

Las cuantificaciones obtenidas a partir de las imagenes correspondientes al PET
mostraron una diferencia significativa entre la captacion del radiofarmaco de los sujetos
instilados con OVA y EBS y aquellos que actuaron como controles en estudio como se
puede constatar en la figura 18. Se observa a su vez un aumento significativo en las
captaciones de los sujetos experimentales a dia 104 respecto de las que obtuvieron a
dia 0 del protocolo de induccion de la enfermedad. Estos aumentos son causados por la
infiltracion de células inflamatorias y el aumento de la demanda de glucosa que supone.
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Figura 18. El grafico 1 representa la comparacién de la captacion de radiofdarmaco de los sujetos
experimentales a dia 0 y dia 104 del protocolo de induccidn de la poliposis. Los graficos 2 y 3
representan la comparacién de la captacidon de 18-FDG entre los sujetos control y los sujetos
experimentales, nombrados como OVA, a dia 104 del protocolo de induccién.

4.2.2. Analisis histologico

El analisis bajo microscopio éptico de los cortes histoldgicos de tejido pulmonar
de los sujetos del experimento tefiidos con eosina y hematoxilina ratifico los resultados
obtenidos por las técnicas de andlisis de imagenes.

Las muestras del tejido pulmonar de los sujetos control, tras terminar el proceso
de induccidn, mostraban una morfologia normal del tejido en un sujeto sano. Presentan
gran cantidad de espacios aéreos, propios del tejido pulmonar y ausencia de infiltrado
de células inflamatorias en la mayor parte de la muestra, pudiendo verse de forma
aislada un reducido numero de células inflamatorias adyacentes a ciertos vasos
sanguineos de la misma.
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Figura 19. Fotografias de cortes histoldgicos de tejido pulmonar de sujetos control tefiidos con
hematoxilina y eosina. La escala de las imagenes superiores se corresponde con 200 um, la de
las imagenes inferiores con 50 um.

Las muestras del tejido pulmonar de todos los sujetos instilados con EBS y OVA,
sin importar el porcentaje de esta que se les administrara, muestran una morfologia
gravemente alterada de la totalidad del tejido analizado, reduciendo significativamente
la funcién respiratoria del mismo. Se observa un infiltrado masivo de células
inflamatorias que invaden por completo todo el tejido pulmonar. Los espacios aéreos
existentes en una muestra pulmonar sana, se ven seriamente reducidos en la totalidad
de la muestra debido a esta infiltracion de células inflamatorias, siendo inexistentes en
gran parte de los cortes de la muestra. Los neutrdéfilos son predominantes en el tejido
pulmonar inflamado y se encuentra gran cantidad de tejido fibrético.
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Figura 20. Fotografias de cortes histoldgicos de tejido pulmonar de sujetos experimentales
tefiidos con hematoxilina y eosina. La escala de las imagenes superiores se corresponde con 200
pum, la de las imagenes inferiores con 50 pm.

5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Este estudio, es el primero en realizar en un modelo animal de la RSC-PN un
seguimiento del desarrollo y la evolucién de la enfermedad in vivo utilizando las técnicas
de analisis de imdagenes CT y PET. Los resultados obtenidos por la técnica CT para las
muestras correspondientes tanto a cornetes como pulmén revelaron un aumento de la
densidad del tejido de los sujetos sometidos al tratamiento de induccién con EBS y OVA
respecto de los sujetos controles y un cambio de la morfologia normal del tejido. Estos
cambios existentes en los sujetos experimentales respecto de los controles son
causados por un infiltrado de células inflamatorias en el tejido en pulmones y cornetes,
asi como por la formacion de lesiones polipoides en el caso de los cornetes nasales
debido al efecto del superantigeno EBS. Los resultados obtenidos mediante la técnica
PET para las muestras de tejido pulmonar revelaron un aumento de la captacion general
del tejido de los sujetos experimentales respecto de los sujetos control, mientras que
los resultados correspondientes a las muestras de cornetes nasales de los sujetos
instilados con OVA y EBS mostraron la aparicion de zonas hipercaptantes, asi como un
aumento de la captacidn general del tejido respecto de los sujetos control. El aumento
de la captacion es debido al infiltrado de células inflamatorias, caracterizadas por
necesitar un alto aporte de glucosa, mientras que los puntos hipercaptantes se
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corresponden con la existencia de estructuras polipoides. Los resultados del andlisis
histolégico respaldaron la existencia de la inflamacidn, observandose una acusada
eosinofilia y los pdlipos nasales detectados por las técnicas de analisis de imagenes,
pudiendo demostrar este estudio la validez de este tipo de técnicas en la deteccion de
los procesos inflamatorios y las estructuras polipoides correspondientes al curso de la
RSC-PN en ratones C57BL/6, pudiendo ser utilizada para el seguimiento y diagndstico de
la misma.

La técnica de analisis de imagen por CT ha sido utilizada de forma habitual en
pacientes humanos de RSC-PN con el fin de corroborar los resultados de la endoscopia
o comprobar la evolucién de la enfermedad tras la administracién de un tratamiento
analizando mediante esta técnica su posible efectividad, pero no es utilizada como
primera opcidn diagndstica [1]. En modelos animales el empleo de esta técnica ha sido
utilizado en estudios relacionados con la rinosinusitis aguda para realizar un seguimiento
de la enfermedad [39], pero la aplicacién de la técnica CT en modelos animales para
estudiar patologias del sistema respiratorio se ha centrado principalmente en
diagnodstico y la evolucidn del cancer pulmonar [40, 41, 42]. Este estudio aporta la
novedad de usar esta técnica en un modelo animal para diagnosticar y seguir la
evolucién de la rinosinusitis crénica asociada a poliposis nasal con el fin de evitar la
necesidad de sacrificar a los sujetos.

La técnica de analisis de imagenes PET es utilizada principalmente en el
seguimiento de la evolucién de enfermedades oncoldgicas debido a su alta capacidad
para detectar procesos neoplasicos [43], pero también se ha realizado diferentes
estudios que apoyan su uso en el estudio de las emociones y deteccidén de patologias
emocionales [44]. El estudio oncolégico, la deteccion de enfermedades
neurodegenerativas y el estudio génico son las aplicaciones principales en los estudios
gue emplean la tecnologia PET con modelos animales [43, 45, 46]. Este estudio es el
primero en aplicar esta técnica, junto con la técnica de tomografia computarizada, en la
zona de los cornetes nasales y en los pulmones sin fines oncolégicos, basandose en su
eficacia en la deteccién de procesos neoplasicos para detectar la formaciéon de
estructuras polipoides y los procesos inflamatorios propios de la RSC-PN.

El andlisis histolégico es una técnica de diagndstico ampliamente empleada para
la determinacidn de la enfermedad, siendo utilizada a partir de muestras de biopsias del
tejido nasal en pacientes humanos como método de corroborar el diagndstico de la RSC-
PN por endoscopia en casos excepcionales [1], o como método Unico para la
determinacién de la poliposis en los modelos animales actuales de la enfermedad [37,
47]. Este trabajo no aporta ninguna novedad sustancial en el uso del analisis histolégico
para el diagndstico de la RSC-PN, si no que se vale de esta técnica diagndstica ya
contrastada por multitud de publicaciones en esta enfermedad para corroborar la
validez de los resultados obtenidos por las técnicas de analisis de imagen, permitiendo
conocer si son una alternativa Util a las herramientas actuales.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos a partir de este estudio nos permiten afirmar que el
analisis de las imagenes y de las cuantificaciones de las unidades HU y de captacién de
18-FDG, obtenidas mediante las técnicas de tomografia computarizada y tomografia por
emisién de positrones, es un método eficaz para el diagndstico y seguimientos de la RSC-
PN en modelos animales.

Las técnicas de analisis de imagen posibilitan el diagnéstico de la enfermedad en
este tipo de modelos animales de una forma no invasiva y sin necesidad de sacrificar a
los individuos. En este sentido, la posibilidad de realizar el diagndstico in vivo de la RSC-
PN es un requisito fundamental para la investigacion de la enfermedad.

Los resultados aportados por este trabajo permiten el desarrollo de modelos
animales con la finalidad de estudiar la progresién de la enfermedad en las diferentes
etapas que cursa durante su avance o bien el desarrollo de nuevos posibles tratamientos
efectivos para la misma que puedan ser aplicables al tratamiento de pacientes humanos,
permitiendo presentar una alternativa terapéutica a los procesos quirurgicos repetidos
a los que deben someterse actualmente gran parte de ellos.

Por otra parte, este estudio también concluye que el protocolo de instilaciones
para el desarrollo de la poliposis nasal en un modelo animal murino desarrollado por
Dae Woo Kim y col. [37] y basado en las instilaciones con EBS como inductor principal
de la enfermedad, es efectivo también sobre ratones del tipo C57BL/6 y alcanza su
objetivo aun con concentraciones de OVA del 1%. La reduccidn de la cantidad de OVA
del 3% al 1% permite la puesta en marcha de un protocolo de inducciéon de la
enfermedad menos agresivo para el individuo, reduciendo el riesgo de muerte durante
este procedimiento.
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