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de pdlipos nasales de pacientes con EREA (n =14) y células epiteliales de biopsias del cornete

medio de pacientes control (n=6), tras 2, 6 y 12 horas de estimulacién.

Figura 38. Efecto de SpA en la liberacion de IL-10 por células epiteliales de pdlipos nasales de
pacientes con EREA (n =14) y células epiteliales de biopsia del cornete medio de pacientes

control (n=6).

Figura 39. Efecto de SpA en la liberacién de IL-8 por células epiteliales de pdlipos nasales de
pacientes con EREA (n =14) y células epiteliales de biopsia del cornete medio de pacientes

control (n=6).
Figura 40. Patrones de PFGE de las 19 cepas de S. aureus obtenidas de pacientes con EREA.

Figura 41. Dendrograma de similitud genotipica entre las 19 cepas de S. aureus, obtenido

mediante el algoritmo UPGMA.

Figura 42. Relacion entre el nimero de eosindéfilos en los pdlipos nasales y la liberacién de IFN-
Y (A), IL-10 (B), IL-13 (C), IL-17A (D), IL-21 (E) inducida por SpA en las CEPN de pacientes con EREA
(n=14).

Figura 43. Comparacion de la liberacién de IFN-Y (A), IL-10 (B), IL-13 (C), IL-17A (D) e IL-21 (E)
inducida por SpA, en las CEPN de pacientes con EREA con cultivos de colonizacion nasal positivos

(n=6) y negativos (n= 8) para S. aureus.

Figura 44. Liberacion de IL-8 en las CEPN no estimuladas obtenidas de pacientes con EREA con

cultivos de colonizacidn nasal positivos (n= 6) y negativos (n= 8) para S. aureus.

Figura 45. Limitaciones encontradas en la realizacidn de los cultivos celulares primarios de

células epiteliales. A) contaminacidn bacteriana. B) crecimiento de fibroblastos.
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RESUMEN

INTRODUCCION

La rinosinusitis crénica con poliposis nasal es una enfermedad inflamatoria crdnica,
frecuentemente asociada a asma e hipersensibilidad a los antiinflamatorios no esteroideos,
constituyendo la triada conocida como enfermedad respiratoria exacerbada por AINEs (EREA),
la cual se caracteriza por su mayor gravedad, alta recurrencia de poliposis y dificultad de
tratamiento. La desregulacion de la respuesta inmunitaria innata juega un papel importante en
su patogénesis. Asi, Staphylococcus aureus y otros microorganismos presentes en la cavidad
nasal, podrian actuar como modificadores de la enfermedad al promover la liberacion de

citoquinas y otras moléculas.

OBJETIVOS

Evaluar la implicacion de las proteinas de S. aureus, a-hemolisina y SpA, en la activacién de
la respuesta inmunitaria innata en la EREA, mediante el disefio de un modelo de estimulacion
celular in vitro y la posterior cuantificacion de citoquinas. Estudiar las caracteristicas
microbioldgicas de las cepas de S. aureus aisladas de pacientes con EREA, asi como la asociacion

entre la liberacién de citoquinas y pardmetros fisiopatoldgicos y microbioldgicos.

METODOS

Los pacientes incluidos en el estudio fueron divididos en dos grupos, EREA (n =56) y control
(n =20). Se tomaron muestras bidpsicas de pdélipo nasal y cornete medio, respectivamente, y
muestras de exudado nasal en el grupo EREA. El proyecto se dividié en diferentes etapas: i)
Reclutamiento de pacientes y obtencidon de muestras. ii) Modelo de estimulacidn celular in vitro
y cuantificacion de citoquinas con la tecnologia Luminex® xMAP®. iii) Estudio microbioldgico y
aislamiento de S. aureus para su caracterizacion. iv) Andlisis estadistico con el software

Graphpad Prism version 7.04.

RESULTADOS

Las células epiteliales de pdlipos nasales liberaron IFN-Y, IL-10, IL-13, IL-21, IL-17A e IL-8 en

respuesta a SpA, con niveles significativamente superiores en comparacion con el grupo control



y, excepto en IL-8, con las células sin estimulo. La expresidn basal de IL-8 fue intensa, tiempo-
dependiente y se redujo significativamente con SpA. S. aureus fue aislado en el 34% de los
pacientes con EREA, mostrando altos porcentajes de resistencia a macrdlidos y gran diversidad
genética. En pacientes colonizados IL-10 fue significativamente superior, mientras que, en
pacientes no colonizados, se observd un incremento significativo de IL-8. El recuento de
eosindfilos en el tejido polipoide se correlaciond positivamente con la concentracion de IL-13 y
negativamente con IL-10. En el caso de IL-21, IFN-y e IL-17A la tendencia fue positiva, pero no

significativa.

CONCLUSIONES

La proteina A de S. aureus es capaz de modular la respuesta inmunitaria innata en pacientes
con EREA, al inducir la liberacién de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias. El aumento
de IL-10 y la reduccion de IL-8 inducida por SpA, disminuyen la intensidad de la respuesta
inflamatoria, favoreciendo la creacidon de un entorno que predispone a la colonizacién nasal

persistente.
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1. CONCEPTOS GENERALES

La rinosinusitis cronica (RSC) estd constituida por un grupo heterogéneo de
enfermedades inflamatorias, con diferentes etiologias y distintos mecanismos fisiopatoldgicos,
que afectan a la mucosa de las fosas nasales y senos paranasales. Fenotipicamente, se clasifica
en dos grupos clinicos: RSC sin poliposis nasal (RSCsPN), neutrofilica, y RSC con poliposis nasal
(RSCcPN), la cual se subdivide en RSCcPN eosinofilica y RSCcPN neutrofilica. Ambos fenotipos
presentan combinaciones de patrones inflamatorios tipo 1, 3 y/o tipo 2, que varian entre

enfermedades (Tabla 1) (1).

La RSCcPN eosinofilica es bilateral e idiopatica y se caracteriza por un gran contenido de
células inflamatorias, mostrando un alto grado de eosinéfilos activados y linfocitos T, con una
demostrada inclinacidn hacia la expresion de citoquinas de linfocitos T helper 2 (Th2), las cuales
promueven la liberacidon de Inmunoglobulina E (IgE). Este tipo se asocia frecuentemente con el
asma bronquial y la intolerancia a la aspirina u otros antiinflamatorios no esteroideos (AINEs),
constituyendo asi la entidad clinica denominada ASA triada (acetil salicilic acid triad) (2).
Siguiendo las recomendaciones de la Academia Europea de Alergia e Inmunologia Clinica
(EAACI), en la actualidad se emplea el término de enfermedad respiratoria exacerbada por
AINEs o EREA (del inglés Nonsteroidal anti-inflammatory drug-exacerbated respiratory disease,
NSAID-ERD), para hacer referencia a este sindrome (3). Por el contrario, la RSCcPN neutrofilica

presenta menor infiltracidn eosinofilica y presencia de linfocitos Thly Th17 (4).

Tabla 1. Tipos de respuesta inmune y patrones inflamatorios caracteristicos.

Respuesta inmune Células The ILC  Citoquinas tipicas Células del sistema inmune

Tipo 1 ThlellLC1 IFN-y, TNF Neutrofilos y células NK
Células B productoras de IgE,

Tipo 2 Th2 e ILC2 IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 P &

mastocitos y eosindfilos

Tipo 3 Th17 e ILC3 IL-17, IL-22 Neutréfilos

Th, T helper; ILC, células linfoides innatas; IFN, interferén; TNF, factor de necrosis tumoral; IL, interleuquina;
NK, natural killer.

Modificado de Bachert C et al 2020 (1)

La rinosinusitis crénica con poliposis nasal se caracteriza por la degeneracién edematosa
multifocal, bilateral e idiopatica de la mucosa de las masas laterales del etmoides, provocando
la formacion de lesiones polipoides lisas, gelatinosas, translicidas y piriformes, que

progresivamente van ocupando los meatos etmoidales hacia las fosas nasales (Figura 1).
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Figura 1. Imagen de un pdlipo nasal extraido mediante cirugia endoscdpica nasosinusal.

Tomado de Navalpotro D. et al 2015 (5)

A nivel histopatoldgico, los podlipos se caracterizan por presentar un epitelio ciliado y, en
menor medida, escamoso; una membrana basal engrosada, y un estroma laxo con escasas
estructuras vasculares y glandulares, y ausencia de elementos nerviosos y tejido conjuntivo. En
el estroma destaca el abundante infiltrado de células inflamatorias, con predominio de
eosindfilos activados y, en menor proporcion linfocitos Ty macréfagos (Figura 2). En la superficie

también se han encontrado inmunoglobulinas, fundamentalmente IgE.

Estroma con abundantes eosindfilos

Membrana
basal

—— Epitelio
ciliado

Figura 2. Representacion de un corte histolégico de un pélipo nasal eosinofilico

Tomado del Documento de Consenso sobre Poliposis Nasal (6)

Desde un punto de vista clinico, el documento de consenso europeo sobre rinosinusitis y
polipos nasales (7), define la RSC en el adulto, con o sin poliposis nasal (PN), como un proceso
inflamatorio de mas de 12 semanas de duracidn, caracterizado por la presencia de dos o mas de

los siguientes sintomas:
= QObstruccidn, bloqueo o congestién nasal
= Rinorrea anterior o posterior
=  Dolor o presion facial

= Reduccidn o pérdida del olfato
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En presencia de PN, dichos sintomas se acompafian de hallazgos endoscépicos o

tomograficos:
=  Presencia de pélipos nasales
=  Rinorrea mucopurulenta procedente del meato medio
= Edema u obstruccidon de la mucosa, fundamentalmente del meato medio
=  Cambios en la mucosa del complejo ostiomeatal o sinusal

La RSCcPN constituye un grave problema de salud publica, con un impacto importante en
los costes sociosanitarios y en la calidad de vida de los pacientes, comparable a otras
enfermedades crdnicas como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) o la diabetes
(8,9). Se ha de destacar que la enfermedad respiratoria exacerbada por AINEs (EREA) representa

una de las formas mas agresivas de la enfermedad.

Este subgrupo se caracteriza por una mayor exacerbacién de los sintomas y alta
recurrencia de poliposis, con la consiguiente necesidad de tratamiento quirurgico periddico (10).
Todo ello conlleva a un mayor empeoramiento del cuadro clinico, incrementando de forma
significativa los costes sociosanitarios y la repercusion negativa en la calidad de vida de los
pacientes (11,12). Entre las posibles causas que podrian contribuir a dicho agravamiento,
muchas de las investigaciones se han centrado en la implicacidon de Staphylococcus aureus,
debido, en gran medida, a las altas tasas de colonizaciéon nasal en dichos pacientes y a los
factores de virulencia del microorganismo. A pesar de ello, todavia se desconoce su papel en la

patogénesis de la enfermedad.

Dada su importancia y relevancia clinica en el contexto de la RSCcPN, esta Tesis Doctoral
tiene como objeto de estudio el grupo de pacientes con EREA, aportando un valor afiadido a la

participacion de Staphylococcus aureus en la influencia de la respuesta inflamatoria subyacente.

2. RINOSINUSITIS CRONICA CON POLIPOSIS NASAL
2.1. Epidemiologia

Los datos epidemioldgicos disponibles no permiten establecer con exactitud cual es la
prevalencia de las entidades clinicas englobadas en el conjunto de la RSC. La dificultad para el
calculo de los indicadores epidemiolégicos radica principalmente en la heterogeneidad de la
enfermedad, ya que los estudios disponibles presentan variabilidad en los criterios de seleccidn

de la poblacién y en la metodologia diagndstica empleada. Estudios realizados mediante
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encuestas telefdnicas, basados en la persistencia de sintomatologia nasosinusal durante mas de
12 semanas, obtienen una prevalencia de RSC del 15-16% en la poblacién adulta de EE.UU,
siendo mayor en mujeres que en hombres (13,14). Sin embargo, la prevalencia se reduce
significativamente cuando el diagndstico se realiza utilizando pruebas de imagen (15). Desde la
publicacion del documento de consenso EPOS (European Position Paper on Rhinosinusitis and
Nasal Polyps) en 2007 (7), el uso de criterios estandarizados basados en la sintomatologia ha
permitido la estimacién de la prevalencia en grandes poblaciones, asi como su comparacion
entre distintas zonas geograficas. Estos criterios han demostrado tener una buena correlacion

con los hallazgos endoscépicos (16).

En 2011, la Red de Excelencia Global de Alergia y Asma (GA2LEN), llevé a cabo un estudio
multicéntrico europeo en el que obtuvieron una prevalencia de RSC en la poblacidn general del
10,9%, siendo mayor en mujeres que en hombres (17). No obstante, estudios recientes
realizados en otras regiones muestran datos de prevalencia diferentes, que oscilan entre el 8%
yel 28,4% (18-20). En cuanto a la RSCcPN, se estima que esta presente en el 2-4% de la poblacién
adulta en todo el mundo (21,22). A menudo se asocia con otras entidades clinicas como asma e
intolerancia a los AINEs (23,24). Como publicé Regab et al (25) en su estudio, donde el 60% de
los pacientes con RSCcPN padecian algun tipo de afectacidn de las vias respiratorias inferiores,

diferenciando entre asma (24%) y enfermedad de las vias respiratorias bajas (36%).

La asociacién entre poliposis, asma e intolerancia a los AINEs, fue descrita por Widal et a/
en 1922 (26). En 1968 Samter y Beers detallaron sus caracteristicas clinicas (27) v,
posteriormente, en 1975, Andrew Szczeklik asocié la reaccion de hipersensibilidad a AINEs con
un mecanismo no alérgico (28). Histéricamente se han utilizado numerosas denominaciones
para hacer referencia a este sindrome, como triada ASA, triada de Widal, triada de Samter o
asma inducido por aspirina. En la actualidad se emplea el término enfermedad respiratoria
exacerbada por AINEs o EREA (3). Aunque se desconoce la prevalencia exacta, se estima que las
reacciones respiratorias de hipersensibilidad a AINEs afectan aproximadamente al 1,9% de la
poblacién general (29), con un incremento destacado en pacientes asmaticos y/o con RSCcPN,
alcanzando el 10-20% (29-31). Generalmente se presenta en la edad adulta, entre la tercera y
cuarta década de la vida, siendo mayor la incidencia en mujeres que en hombres (ratio 2:1), las
cuales presentan un cuadro clinico mas severo caracterizado por la aparicién temprana de los

sintomas (29,32).
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2.2. Factores asociados a la rinosinusitis cronica con poliposis nasal
2.2.1. Alergia

La rinitis alérgica (RA) es una enfermedad inflamatoria que afecta al 10-40% de la
poblacién (33). Se caracteriza por una respuesta inmunitaria mediada por IgE tras la
sensibilizacion previa del individuo con un alérgeno especifico. Los sintomas de la RA pueden

superponerse con otras formas de inflamacion, incluida la rinosinusitis (34).

Actualmente se desconoce el papel de la RA en la RSCcPN. Aunque hay autores que
sugieren que la presencia de alergia predispone a su desarrollo (35), revisiones sistematicas
recientes han demostrado una relacién ambigua entre ambas (36). Los datos de prevalencia de
RA en la RSCcPN son muy dispares entre diferentes estudios (37,38), probablemente debido a
sesgos en la seleccidn de pacientes; normalmente son incluidos en la misma cohorte diferentes
subtipos de RSCcPN, algunos de los cuales estan mas asociados con alergia, como por ejemplo

la Rinosinusitis Fungica Alérgica o la EREA (39,40).

Es conocida la asociaciéon entre la deteccidn de pruebas intradérmicas (prick-test)
positivas frente a diferentes alérgenos y la rinosinusitis. En un estudio realizado por Tan et a/
(41), se obtuvieron un mayor nimero de resultados positivos en las pruebas cutaneas de
sensibilizacion en los pacientes con RSCcPN en comparacion con la RSCsPN (85,5% vs 79,4%),
sugiriendo una posible asociacién entre la disfuncidn de la barrera epitelial, caracteristica de la
RSCcPN, y la mayor sensibilizacion del sistema inmunolégico del huésped por multiples
alérgenos. Algunos estudios sugieren que los pacientes con RSC y alergia desarrollan formas mas
graves, con cambios inflamatorios en la tomografia computarizada (TC), peor prondstico tras la
cirugia y una menor calidad de vida (37,38,42). En la RSCcPN, la inmunoterapia y la reduccion
del contacto con los alérgenos son utiles para aliviar los sintomas asociados a la rinitis, pero no

han demostrado que puedan revertir la enfermedad nasosinusal (43).

2.2.2. Asma

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica de las vias respiratorias. Su relacién con
la RSCcPN ha sido respaldada por una gran variedad de estudios, demostrando numerosas
similitudes (44—-46). Se ha estimado que el asma afecta al 20-60% de los pacientes con RSCcPN
(47,48), existiendo una fuerte asociacidn entre ambas en todas las edades (OR ajustado: 3,47;
IC 95%: 3,20-3,76), incrementada en pacientes con RSC y rinitis alérgica (OR ajustado: 11,85; IC

95%: 10,57-13,17) (49). Ademas, la RSCcPN se asocia mas frecuentemente con el asma grave
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(57,1%-62% de los pacientes) que con el asma leve (38%-42,9% de los pacientes), lo que sugiere
qgue la presencia de RSCcPN puede ser un factor de riesgo para el desarrollo de cuadros mas
severos (50). Del mismo modo, pacientes con RSCcPN y asma presentan un peor control de los
sintomas, mayor incidencia de rinitis alérgica e importante reduccién de la calidad de vida; con
recuentos absolutos de eosindfilos y niveles de IgE mas altos, asi como una mayor puntuacion

de la TC y necesidad de mayor nimero de cirugias (51-53).

2.2.3. Enfermedad Respiratoria Exacerbada por AINEs

La enfermedad respiratoria exacerbada por AINEs es una patologia inflamatoria crénica,
eosinofilica, que ocurre en pacientes con asma y RSCcPN. En estos pacientes la afectacion de las
mucosas nasales y senos paranasales es significativamente mayor, con elevadas tasas de

recurrencia de poliposis tras la cirugia (10).

La EREA se caracteriza por una reaccién de hipersensibilidad a los inhibidores de la
ciclooxigenasa-1 (COX-1) no mediada por IgE. El patrén inflamatorio eosinofilico y las
alteraciones en la ruta metabdlica de degradacién del acido araquiddnico, son elementos clave
en relacidn con la expresion clinica de la EREA (2) (Figura 3). El 4cido araquiddnico se metaboliza
mediante dos rutas diferentes: i) ruta de la 5-lipooxigenasa (5-LO), cuyos metabolitos finales son
los cisteinil-leucotrienos (Cys-LTs), y ii) ruta de la ciclooxigenasa (COX), en la que se liberan
principalmente prostaglandinas (PGs). Los pacientes con EREA presentan una mayor expresion
de receptores para los Cys-LTs que los pacientes tolerantes, asi como del enzima leucotrieno C4
sintasa (LTCA4S), lo cual determina mayor produccion de leucotrieno E4 (LTE4). Ademas, tras la
exposicidn a AINEs, la disminucion de prostaglandina E2 (PGE2) hace que desaparezca el efecto
inhibidor/modulador sobre la sintesis de Cys-LTs, favoreciendo su hiperproduccidn (54,55). Esta
desregulacion al alza del proceso proinflamatorio hace inclinar la balanza a favor de una clinica
caracterizada por la broncoconstriccién, la produccidon de moco y la hipervascularizacion de la

mucosa, dando lugar a edema, congestidn nasal y rinorrea (56).
En relacién con los mecanismos fisiopatoldgicos de la EREA, también se han descrito los

siguientes:

a) Deficiencia de lipoxinas: se ha relacionado con la desregulacién subyacente a favor de
los mecanismos fisiopatoldogicos mediados por Cys-LTs (57). Las lipoxinas son moléculas
antiinflamatorias enddgenas derivadas del metabolismo del acido araquidénico, que regulan

negativamente la produccion de citoquinas proinflamatorias, mediante la unidén competitiva al
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receptor de Cys-LTs (58). La disminucidn de la produccidn de lipoxinas, junto con el incremento
simultdneo en la expresion de receptores de Cys-LTs, hacen que se produzca una competencia

inadecuada por la unién a los receptores a favor de los Cys-LTs (59).

b) Plaquetas: han sido involucradas en el incremento de los niveles basales de la LTC4S y
de los Cys-LTs en los pacientes con EREA (60). Ademas, las plaquetas activadas liberan acido
araquidonico y aumentan la funcion de la 5-LO a través de la liberacidn del factor estimulante

de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (56).

c) Activacion de los mastocitos: se produce como consecuencia de la liberacién de
mediadores tras la exposicidon a AINEs, como histamina, triptasa y prostaglandina D2 (PGD2), la
cual a su vez, potencia la broncoconstriccion y la inflamaciéon del epitelio (56,61). Otras
moléculas, como IFN-y e IL-4, participan en la sobreexpresion del receptor de Cys-LTs en
eosindfilos y mastocitos, y en la sobreproduccion constitutiva de Cys-LTs. Ademas, el incremento
de IFN-y favorece la diferenciacién de eosindfilos, los cuales producen numerosas citoquinas,

entre las que se encuentra IL-4 (56).
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Figura 3. Ruta metabdlica del acido araquiddnico y papel de los mediadores en la patogénesis de la EREA.

En la EREA se produce un desequilibrio a favor de la produccion de moléculas proinflamatorias (Cys-LTs, PGD2). La
produccién defectiva de mediadores antiinflamatorios (PGE2) se incrementa tras la exposicion a AINEs, como
consecuencia de la inhibicién de la COX-1.
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d) Células linfoides innatas del grupo 2 (ILC2): constituyen una poblacién linfocitaria
involucrada en las enfermedades alérgicas de las vias respiratorias (62). Su contribucién a la
patogénesis de la EREA, donde se han relacionado directamente con la gravedad de los
sintomas, podria estar asociada con su capacidad para producir citoquinas tipo 2, como IL-4, IL-
5, IL-9 e IL-13, y promover la respuesta inflamatoria Th2. Este efecto mediado por ILC2 se
produce en respuesta a IL-25, IL-33 y linfopoyetina estromal timica (TSLP), liberadas, a su vez,
por células epiteliales de las vias respiratorias en respuesta a estimulos externos (63). Ademas,
TSLP activa los mastocitos y, en combinacién con IL-33, conduce a un aumento de PGD2 (64),

contribuyendo asi a la inflamacién del epitelio.

2.2.4. Factores genético-hereditarios

La RSCcPN suele ocurrir en miembros de una misma familia, por lo que factores
hereditarios o ambientales compartidos podrian participar en su patogénesis (65,66). Varios
estudios presentan indicios de la posible relacion entre RSCcPN y la presencia de factores
genético-hereditarios, al encontrar polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) para los genes
ILla, TNF y AOAH (67-69), y una asociacidn significativa entre PN y diferentes alelos del
complejo antigeno leucocitario humano (HLA), como HLA-A74, HLA-DR7-DQA1*0201, HLA-
DR7-DQB1*0202 y HLA-DQA1*0201-DQB1*0201 (70-72). A pesar de estos hallazgos, no se ha
encontrado ninglin componente genético con una implicacion directa, siendo muy probable que

factores ambientales influyan también en el desarrollo de PN.

2.2.5. Factores ambientales

Uno de los factores ambientales mas estudiados en el contexto de la RSC ha sido el tabaco.
Aunque algunos autores han observado una relacion directa entre la RSC y el habito tabdquico
activo (73), estos hallazgos no se han encontrado en otras poblaciones estudiadas (74), por lo

gue se desconoce su asociacion con el desarrollo de la enfermedad (75).

Los compuestos toxicos aéreos también han sido relacionados con el agravamiento de la
RSC (76,77). En un estudio realizado por Kim et al (78), se obtuvo una fuerte asociacion entre el

uso de estufas de lefia y el desarrollo de PN.
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2.3. Mecanismos fisiopatologicos

La RSC es una entidad clinica heterogénea, de etiologia desconocida y multifactorial,
caracterizada por la participacion de las barreras epitelial e inmunitaria en el proceso
inflamatorio créonico de la mucosa nasosinusal. Tradicionalmente, en funcidon de las
caracteristicas clinicas de los hallazgos endoscdpicos, se ha clasificado en dos fenotipos, RSCcPN
y RSCsPN, también diferenciados por la respuesta de predominio Th2 y eosinofilica, y Thi,
respectivamente. Sin embargo, estudios posteriores han demostrado la expresion de un
espectro mas amplio de perfiles inmunoldgicos, por lo que dicha diferenciacion podria no
reflejar adecuadamente la diversidad fisiopatolégica de los pacientes con RSC (79).
Recientemente, algunos autores han sugerido realizar una diferenciacién basada en endotipos
inflamatorios de RSC, caracterizados por presentar un mecanismo patoldgico Unico con
participacion de moléculas o células especificas (4) (Figura 4). La existencia de diferentes
endotipos o perfiles inflamatorios, podria explicar la variabilidad interindividual frente al

tratamiento farmacoldgico en pacientes con el mismo fenotipo de RSC (80).
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Figura 4. Endotipos inflamatorios de RSC y citoquinas predominantes en cada uno de ellos, junto con
la distribucion de RSCcPN y RSCsPN, y asma.

Para las citoquinas, el blanco indica que no hay un aumento de la concentracidén, mientras que los colores claros y
oscuros muestran incrementos moderado y elevado, respectivamente. Las lineas horizontales agrupan los diferentes
clusters en funcién de los niveles de IL-5 e IgE frente a enterotoxinas estafilocdcicas (SE-IgE), asi como la proporcion
de RSCcPN y asma.

Tomado de Tomassen P et al 2016 (4).

2.3.1. Desencadenantes inflamatorios

La inflamacion eosinofilica persistente en la mucosa nasosinusal se ha considerado
durante afios el mecanismo fisiopatolédgico principal y distintivo de la RSCcPN (81). Aunque

numerosos estudios han demostrado una mayor eosinofilia tisular en la RSCcPN en comparacién
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con la RSCsPN (82—84), también es conocida la existencia de formas no eosinofilicas o con
predominio de otros tipos celulares (84—86). Estos hallazgos podrian evidenciar que los
eosindfilos no son esenciales en el desarrollo de la PN. Sin embargo, cabe destacar, que el grado

de eosinofilia tisular se ha relacionado con mayor gravedad de la enfermedad (87,88).

Este mecanismo mediado por eosindfilos, observado principalmente en poblacion
caucdsica con RSCcPN, se asocia con una respuesta inflamatoria mediada por linfocitos Th2, con
produccion de IL-4, IL-5, IL-13, IL-25 e IL-33 (79), y con una disminucidn de la actividad de las
células T reguladoras (Treg), con reduccion de la expresidon de TGF-B1 (factor B1 transformador
del crecimiento) (79,82). La respuesta tipo 2 también es desencadenada por las ILC2 en el tejido
polipoide, las cuales producen citoquinas proinflamatorias, principalmente, IL-4 y PGD2 (véase
apartado 2.2.3). IL-4 e IL-13 inducen la formacién de IgE, mientras que IL-5 actua como un
importante mediador en el reclutamiento y activacién de los eosindfilos, favoreciendo la
persistencia de los eosindfilos activados en el tejido polipoide al inhibir su apoptosis (89) (Figura
5). A su vez, los eosinodfilos activados liberan mediadores inflamatorios citotéxicos y vasoactivos,
como la proteina catidnica del eosinéfilo (ECP), la proteina basica principal (MBP), la peroxidasa
del eosindfilo (EPO) y la neurotoxina derivada del eosinéfilo (EDN), provocando una respuesta
inflamatoria mantenida en la mucosa nasal (90). Eotaxina y RANTES son dos potentes citoquinas
guimioatrayentes que, junto con IL-5, participan en el reclutamiento de eosinéfilos. Son
producidas por varios tipos celulares, entre los que se encuentran monocitos, macréfagos,
células epiteliales de las vias respiratorias o células endoteliales (91). El grado de inflamacidn
eosinofilica esta fuertemente asociado con los niveles de IL-5 y ECP, siendo mas elevados en la
RSCcPN que en la RSCsPN, especialmente en pacientes con EREA (92). Bachert et al (93)
demostraron que el incremento en la concentracion de eotaxina en pacientes con PN se
correlaciona con un aumento de ECP, sugiriendo un papel importante como quimioatrayente de

eosindfilos, junto con IL-5, también significativamente elevada en el grupo de PN.

Ademas de los eosindfilos, se ha descrito la participacion de otras células inmunitarias en

la fisiopatologia de la RSCcPN, entre las que se encuentran las siguientes:

a) Macroéfagos: son células de la inmunidad innata que pueden diferenciarse en dos
subtipos, M1 y M2, en funcién de la repuesta a citoquinas Th1 y Th2, respectivamente. En un
estudio realizado por Krysko et al (94), se demostré la presencia de niveles significativamente
mas altos de macréfagos M2 en la mucosa nasosinusal de pacientes con RSCcPN, lo cual
relacionan con la persistencia de la colonizacién nasal por microorganismos, especialmente S.

aureus, debido a la disminucién de la capacidad fagocitica de los macréfagos M2.
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b) Mastocitos: son células con capacidad para inducir, aumentar y mantener la inflamacién
eosinofilica. Las PGs derivadas de mastocitos, fundamentalmente PGD2, se han implicado en el

reclutamiento y activacién de linfocitos Th2 (95).

¢) Inmunoglobulinas: en el tejido polipoide de pacientes con RSCcPN se han obtenido
niveles mas altos de linfocitos B, células plasmaticas e Igs, en particular IgA, IgE e IgG, en
comparacion con RSCsPN y pacientes sanos, posiblemente en respuesta a antigenos bacterianos
y fungicos (93,96,97). Van Zele et al (96) han demostrado que en los pacientes con RSCcPN, la
hiperproduccién local de Igs no se correlaciona con los niveles obtenidos en suero, sugiriendo
gue dicho incremento podria ser debido a la colonizacién microbiana persistente de la mucosa
nasal. El aumento significativo de IgE total en la PN, ha sido correlacionado con la sintesis
policlonal de IgE especifica frente a enterotoxinas estafilocdcicas (SE-IgE), asi como al

incremento de ECP tisular y al asma comérbida (93,98).
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Figura 5. Mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en la RSCcPN.

Los alérgenos, microorganismos u otras moléculas inducen la liberacién de IL-25, TSLP e IL-33 por las células epiteliales
nasales. Estas citoquinas activan las células dendriticas, las cuales promueven la activacién de las células Th2 e ILC2.
Ambas producen citoquinas proinflamatorias, como IL-4, IL-5 e IL-13. IL-5 activa los eosindfilos, e IL-13 e IL-4 conducen
a la sintesis de IgE por las células B, a la activacion de los macrofagos y a la produccidén de quimiocinas, mucinas y 6xido
nitrico sintasa inducible por las células epiteliales. La IgE se une a mastocitos y baséfilos, los cuales pueden liberar una
gran cantidad de moléculas, entre ellas, PGD2, que provoca un mayor reclutamiento de ILC2 y células Th2. Esta
respuesta desmesurada, junto con moléculas liberadas por mastocitos y basoéfilos, provocan una fuga vascular y la
extravasacion de plasma. La secrecién del factor XIIIA por macréfagos M2 provoca la formacién de redes de fibrina
entrecruzadas. También es caracteristico la desgranulacion y formacion de trampas extracelulares de eosinéfilos y la
presencia de ADN extracelular y cristales de Charcot-Leiden, asi como la produccién de una mucosidad alterada y
espesa, por parte de las células caliciformes.

Tomado de Bachert C et al 2020 (1).
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2.3.2. Oxido nitrico

El 6xido nitrico (ON) es un marcador importante en muchas enfermedades de las vias
respiratorias, como por ejemplo, en la discinesia ciliar primaria, donde los niveles de ON nasal
(ONnN) se encuentran reducidos notablemente (99). Numerosos autores han reportado niveles
de ONn mas bajos en RSC con y sin PN en comparacién con individuos sanos, obteniendo
también una relacion inversa entre estos niveles y el score de la TC (100-102). Sin embargo, el
papel del ON en la fisiopatologia de la RSC es todavia desconocido, sin evidencias cientificas

claras.

2.3.3. Remodelado tisular y disfuncién del epitelio nasosinusal

El remodelado tisular hace referencia a una modificacién de la composicion y organizacion
estructural de los tejidos, generalmente debido a un estimulo de estrés, como puede ser la
inflamacién crdénica. Patrones caracteristicos de remodelado tisular han sido estudiados en
diversas enfermedades inflamatorias crénicas, como fibrosis quistica (FQ), asma, RA y RSC

(103,104).

Estructuralmente, la mucosa nasal consiste en una capa epitelial de células cilindricas
ciliadas y pseudoestratificadas, unidas por uniones estrechas e intercaladas con células
caliciformes. Debajo del epitelio residen linfocitos, células plasmaticas, macréfagos, células
dendriticas, vasos sanguineos y glandulas (Figura 6). La motilidad ciliar y la integridad estructural

del epitelio sirven como factores mecdanicos que limitan la estimulacion antigénica.
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Figura 6. Estructura del epitelio nasosinusal en ausencia de patologia.
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En cuanto a los patrones de remodelado tisular descritos en la RSCcPN, destacan los

siguientes hallazgos:

- Cambios histopatoldgicos compatibles con fibrosis, lesiones del epitelio,
engrosamiento de la membrana basal, hiperplasia y desprendimiento de células caliciformes,
edema subepitelial e infiltracién de células inflamatorias. Estas modificaciones estan
estrechamente relacionadas con las observadas en el asma, pudiendo existir mecanismos

patogénicos o una predisposicidon genética comunes (104).

- Cambios en la matriz extracelular (MEC) de la ldmina propia con predominio de
areas de edema en la RSCcPN vy, por el contrario, mayor grado de fibrosis en la RSCsPN (104).
Aunque se desconoce con exactitud el mecanismo que condiciona este patrén de remodelado
diferencial, se ha sugerido que podria estar mediado por TGF-B, citoquina fibrogénica que
modula el depdsito y la sintesis de MEC. Los niveles bajos de TGF-B (tipicos de la RSCcPN) se
asocian con una disminucion de la capacidad de reparacion tisular y menor producciéon de
colageno, con la consiguiente formacidon de edema. Los niveles altos de TGF-B (tipicos de la
RSCsPN), dan lugar a un engrosamiento de la membrana basal, exceso de la deposicién de

colageno y fibrosis (104,105).

- Alteracion en el patrén de expresion de mucinas (glicoproteinas de alto peso
molecular que confieren viscosidad y elasticidad al moco) con aumento de MUC1, MUC2, MUC4,
MUC5AC y MUC5B (106—108). Como consecuencia de dicha alteracion, se produce un cambio
en las caracteristicas viscoeldsticas del moco, con mayor secrecién y viscosidad, lo cual dificulta
el aclaramiento mucociliar. Debido a la acumulacién de sustancias nocivas, la mucosa se inflama
y se producen cambios tisulares que tienden a la cronicidad. La hiperviscosidad mucosa se ha

asociado con cuadros mas graves de RSC (109).

- Disminucién de la produccién de proteinas desmosdmicas o de unién estrecha
(110), las cuales forman parte del complejo de adhesidn intercelular apical, que mantiene unidas
las células epiteliales y la integridad de la barrera epitelial. En relaciéon con la disfuncidn de la
barrera epitelial, modelos celulares in vitro han demostrado una mayor tasa de permeabilidad

idnica en la RSCcPN, lo cual podria favorecer el edema tisular y el desarrollo de poliposis (111).

2.3.4. Alteraciones de lainmunidad innata

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa frente a cualquier agente

extrafio, siendo sus principales componentes la barrera epitelial, los péptidos antimicrobianos
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humanos, las citoquinas, los receptores de reconocimiento de patdgenos, las células fagociticas

y NK (natural killer), y la via alternativa del complemento.

Las células epiteliales juegan un papel central en la respuesta inmunitaria innata.
Contienen receptores de reconocimiento de patrones citoplasmaticos (PRRs), siendo los mas
destacados los receptores tipo Toll (toll-like receptors; TLR), que son proteinas transmembrana
capaces de interaccionar con estructuras moleculares conservadas presentes en los
microorganismos, denominadas patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP). Como
consecuencia de la interaccidn, se produce la activacién de la respuesta inmunitaria innata en el

epitelio, liberandose quimiocinas y citoquinas que atraen neutréfilos y macréfagos (112,113).

En relacion con la RSC, uno de los mecanismos fisiopatolégicos propuestos mas
recientemente es la existencia de un déficit en la inmunidad innata, que podria favorecer la
colonizacién microbiana y el desarrollo de una respuesta inmune alterada (114,115). Por otro
lado, Ramanathan et a/ (114) sugieren que la expresion de genes de inmunidad innata por parte
de las células epiteliales nasosinusales podria estar modulada por citoquinas Th2, en particular
IL-4. Dado que la RSCcPN se caracteriza por una respuesta Th2, una regulacién negativa de la
inmunidad innata podria favorecer la creacién de un entorno permisivo para la colonizacion

microbiana persistente de la mucosa nasosinusal.

2.3.5. Colonizacién por microorganismos

La microbiota nasal es compleja, formada por multiples especies bacterianas, con una
mayor predominancia de miembros pertenecientes al Phylum Actinobacteria (por ejemplo,
Corynebacterium spp.) y al Phylum Firmicutes (por ejemplo, Staphylococcus spp.) (116). Se ha
observado una relacion antagdnica entre ambos géneros bacterianos, asi como una

competencia entre S. epidermidis y S. aureus por la persistencia en la cavidad nasal (117,118).

En pacientes con RSCcPN, S. aureus ha sido el microorganismo aislado con mayor
frecuencia, seguido de estafilococos coagulasa-negativos (ECN). También se aislan con asiduidad
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis, bacterias

anaerobias y hongos (119,120).

Actualmente se desconoce el papel que juegan los microorganismos en la etiopatogenia
de la RSCcPN, pudiendo actuar como moduladores de la respuesta inmunoldgica al interaccionar
con el huésped a través de la respuesta inmunitaria innata. En los ultimos afios, el desarrollo de

nuevas técnicas de metagendmica ha dado lugar a un incremento del interés cientifico acerca
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de la participacion del microbioma en la patogenia de dicha enfermedad. En este contexto, las
investigaciones mas recientes se han centrado en la presencia de bacterias intracelulares,

biofilms bacterianos, disbiosis de microbiomas y superantigenos (SAgs) (120,121).

S. aureus ha sido el microorganismo mds ampliamente estudiado en relacién con la RSC,
probablemente debido a las altas tasas de colonizacion nasal de los pacientes, y al elevado

numero e importancia de los factores de virulencia que posee.

2.4. Diagnostico

En la mayoria de los casos, la sospecha inicial de PN se establece en base a la historia
clinica del paciente y a la exploracidon endoscépica nasal, siendo necesaria la realizacidon de
pruebas de imagen como parte del diagnéstico diferencial, durante el transcurso de la
enfermedad y siempre antes de la cirugia (Figura 7). El cuadro clinico, con una duracién igual o
superior a 12 semanas, se caracteriza por la inflamacidon de los senos paranasales, siempre
acompafiada de obstruccidon/bloqueo/congestién nasal o rinorrea anterior/posterior. Otros
sintomas como dolor facial, presion facial y/o reducciéon o pérdida del olfato, suelen estar
presentes. Con menor frecuencia se han reportado otros, como presién o dolor ético, halitosis,
dolor dental, irritacién faringea, laringea y traqueal, dolor de garganta, diafonia o alteraciones

del suefio (122).

| SINTOMAS COMPATIBLES CON PN |

[ EnDOscoPIA NASAL |

POLIPOS BILATERALES EN MEATOS MEDIOS Y SUPERIORES | | UNILTERALIDAD
1
i i
v v
ALTA SOSPECHA DIAGNOSTICA DUDA EN EL DIAGNOSTICO/SOSPECHA TUMORAL
- l RM*
ALTERACION DEL OLFATO | NO BIOPSIA (anatomopatologia)*
l TC**
S| 5 | OTRO
I _— | DIAGNOSTICO DE PN DIAGNOSTICO

EVALUACION DE LA GRAVEDAD TRATAMIENTO
MEDIANTE EVA

* Diagnéstico diferencial de tumores de fosas y senos paranasales.
** Estudio de extension y previo a cirugia.

Figura 7. Algoritmo diagndstico propuesto por las Sociedades Espafiolas de Alergia e Inmunologia Clinica
(SEAIC) y de Otorrinolaringologia (SEORL) en el Documento de Consenso sobre Poliposis Nasal.

Tomado del Documento de Consenso sobre Poliposis Nasal (6).
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La exploracién endoscépica nasal permite evidenciar la presencia de pdlipos nasales y la
toma de muestras bidpsicas, con el objetivo de determinar alteraciones histopatoldgicas
compatibles con inflamacidon crénica, las cuales constituyen aspectos esenciales de la
enfermedad. Ademads, permite la correcta visualizacién y deteccién de los pdlipos nasales,
permitiendo evaluar su tamafio y extension, empleando para ello la escala propuesta por

Lildholdt y cols (123) (Tabla 2).

El estudio de imagen mediante TC es el de preferencia (122). Permite valorar la extension
de la enfermedad a nivel de fosas y senos paranasales, por lo que su valor es indiscutible en la
valoracion preoperatoria. Para evaluar la TC de fosas y senos paranasales se emplea el sistema
de puntuacion descrito por Lund y Mackay (124), el cual ha sido validado y establecido como
estandar por la Academia Americana de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello (125)

(Tabla 3).

Tabla 2. Clasificacion endoscépica de la poliposis nasal propuesta por Lildholdt y cols.

GRADO POLIPOSIS OBSERVACIONES ENDOSCOPICAS

0 Ausencia de pdlipos
1 Pélipos de pequefio tamafio que no sobrepasan el cornete medio
2 Pélipos que estan entre el borde craneal y caudal del cornete inferior

Tabla 3. Clasificacion de Lund y Mackay para la valoracion de la TC en la poliposis nasal.

Seno afectado Izquierda Derecha
Maxilar* 0-1-2 0-1-2
Etmoides anterior* 0-1-2 0-1-2
Etmoides posterior* 0-1-2 0-1-2
Esfenoides* 0-1-2 0-1-2
Frontal* 0-1-2 0-1-2
Complejo osteomeatal** 0o2 0o2
Total De0Oal2 De0Oal2

* Sin ocupacién = 0; ocupacion parcial = 1; ocupacidn completa = 2. **libre = 0; ocupado = 2

Tomado del Documento de Consenso sobre Poliposis Nasal (6)
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El diagndstico de EREA se realiza en pacientes con antecedentes de haber sufrido una
reaccion respiratoria de las vias superiores o inferiores, tras la ingestion de acido acetil salicilico
(AAS) u otro AINE (126). La existencia de patologias crénicas con afectacion de las vias
respiratorias, como RSCcPN o asma, incrementan la sospecha clinica y la probabilidad de EREA
(127). Para el diagnéstico definitivo pueden realizarse pruebas de provocacién controladas con
AAS por via oral (gold standard), bronquial, nasal o intravenosa (128). En la Figura 8 se describe

el algoritmo diagndstico de EREA.

@ Sintomas respiratorios tras exposicion a AINEs o AAS

Historia previa de reaccién a AINEs @ RSCcPN y asma como patologias subyacentes
* Altarecurrencia de PN

* Pérdida del olfato
* Asma moderado o severo
+ [Etc.

s M43s de un episodio en los ultimos 5 afios
¢ Episodios relacionados con 2 o mds AINEs diferentes
= Sintomas a nivel cutdneo o gastrointestinal

Diagnostico de EREA con alta probabilidad

@ W @iEm iGe dbm aecdedtn ane B @ Es desconocida la presencia de RSCcPN y asma

. ) . . concomitantes
sintomatologia del paciente y la exposicién a ) )
* Realizar pruebas de imagen de los senos nasales

AINEs « Realizar test de funcién respiratoria
@ Prueba de provocacion con AAS (oral, bronquial o nasal)
POSITIVO ‘ » NEGATIVO
Diagndstico de EREA Ausencia de EREA

Figura 8. Algoritmo diagndstico de EREA.

Modificado de Kowalski ML et al 2019 (2)

2.5. Tratamiento

Actualmente no existe ningln tratamiento médico-quirdrgico que logre una curacién
completa y definitiva de la RSCcPN. La reduccién de los sintomas, y la disminucién y prevencion
de las recurrencias de poliposis, son los principales objetivos del tratamiento. Dentro del arsenal
terapéutico disponible, los corticoides intranasales (CSIN) y sistémicos constituyen el
tratamiento farmacoldgico de eleccidn. Otras alternativas, como antibidticos, antileucotrienos
o anticuerpos monoclonales, también han sido utilizadas. Sin embargo, no han demostrado una

eficacia superior a los corticoides para el control de los sintomas, la disminucién de las

43



Introduccion
e —————

recurrencias o la progresiéon de la poliposis. El tratamiento quirdrgico mediante cirugia
endoscépica nasosinusal (CENS) se suele reservar para casos refractarios a la terapia
farmacoldgica con persistencia de la sintomatologia (129). El algoritmo de tratamiento se

muestra en la Figura 9.

2.5.1. Corticoides

Debido a su potente efecto antiinflamatorio, los corticoides son la opcidn terapéutica mas
efectiva para el tratamiento de la RSCcPN. Numerosos estudios han demostrado la eficacia de
los CSIN para el control de los sintomas, asi como para la reduccién del tamafo de los pélipos y
las recurrencias tras la cirugia (130,131). Actualmente constituyen el tratamiento de eleccién en
la PN leve, empledndose también como terapia de mantenimiento junto a otros tratamientos
en el resto de los estadios clinicos. La administracién de una pauta corta de corticoides orales
(CSO) estd indicada para el tratamiento de la RSCcPN moderada a severa, o cuando no se
observa una mejoria clinica con el tratamiento de primera linea (Figura 9). Estudios aleatorizados
en los que se compara el uso de CSO (pauta corta) vs placebo en RSCcPN, han demostrado un
mayor beneficio a corto plazo con el uso de CSO, ademas de una mayor reduccién del tamano
de los podlipos y mejora de los sintomas nasales (132,133). La efectividad del tratamiento
aumenta cuando la terapia inicial con CSO se combina con una terapia de mantenimiento mas
prolongada con CSIN, principalmente en el control de la hiposmia, la congestién nasal y el
tamafio de los pdlipos (132). Tratamientos Unicos con CSO a largo plazo asi como su
administracién a dosis altas, no han demostrado resultados terapéuticos dptimos adicionales y

se relacionan con mayor incidencia de reacciones adversas (134).

2.5.2. Antibidticos

La evidencia cientifica sobre el uso de los antibidticos en la RSCcPN es escasa, por lo que
se recomiendan ante sospechas de infecciones bacterianas agudas o de repeticién (Figura 9).
Entre los antibidticos mas estudiados en este dmbito, destacan aquellos con potencial efecto
antiinflamatorio, debido a la hipétesis de que los SAgs bacterianos pueden modular la respuesta
inflamatoria eosinofilica Th2 propia de la RSCcPN (96). Van Zele et al (133), en un estudio
aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo, demostraron que el uso de doxiciclina
durante 20 dias (200 mg dia 1; 100 mg/dia el resto del periodo) reduce significativamente el

tamano de los podlipos tras 4 semanas, logrando un efecto similar al observado con
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metilprednisolona oral, pero mas sostenido en el tiempo. En otro estudio, Varvyanskaya et a/
(135) evaluaron el uso prolongado de claritromicina (250 mg/dia) en pacientes con RSCcPN
sometidos a cirugia, obteniendo menores tasas de recurrencia temprana de poliposis en

comparacion con placebo.

Ml PNLEVE(EVA's3) PN MODERADA (EVA' 3-7) PN GRAVE (EVA' > 7)
RTICOIDES ORALES?
CORTICOIDES INTRANASALES CORTCEIDESC " SpErB e,
1 (dosis f'dla técnica) CORTICOIDES INTRANASALES (dosis doble ficha técnica)

+
lavados nasales

Lavados nasales

REVISION®
MEJORIA* I NO MEJORIA* I MEJORIA* I NO MEJORIA* MEJORIA* NO MEJORIA*
CORTICOIDES INTRANASALES
TS dosis doble ficha técnica, pauta prolongada CENS
+
f +

Mantener tratamiento INTRANASALES ANTILEUCOTRIENO

de forma prolongada Tratar como PN dosis doble ficha técnica (asma y/o intolerancia a AINES) CORTICOIDES)

2 Ajustar dosis segtin moderada o grave pauta prolongada. . INTRANASALES
sintomas, prerC|paIn?ente Ajust'ar'dosw segln sintomas, ANTIMICROBIANO (MACR()LIDOS, DOXICICLINA) (doble dosis)
grado de hiposmia® principalmente grado de ) N i o +
hi s (rinorrea mucopurulenta o infecciones de repeticion)
iRosa I Lavados nasales
Lavados nasales
REVISION®
MEJORIA* NO MEJORIA*
CENS
CORTICOIDES R
INTRANASALES
dosis doble ficha técnica u?n?:::\f:slzf:s
pauta prolongada X
(doble dosis)

e Intolerancia a AINEs: evitar proponer farmacos alternativos y plantear la desensibilizacion a AAS.
e Alergia: tratar de forma especifica.

e  Evaluary tratar patologia de la via respiratoria inferior: asma, EPOC o bronquiectasias.

Figura 9. Algoritmo de tratamiento de la RSCcPN propuesto en el Documento de Consenso sobre Poliposis
Nasal (SEAIC-SEORL).
Modificado del Documento de Consenso sobre Poliposis Nasal (6).

1) Se recomienda un enfoque escalonado basado en la gravedad de la enfermedad, cuya valoracién se realiza con la escala

visual analdgica (EVA), siguiendo el criterio de la guia EPOS (7).

0’5-1 mg/kg/dia prednisona o equivalente durante 7 a 14 dias. No es necesario reducir progresivamente la dosis si es
menor a 50 mg diarios de prednisona o equivalente.

Inicialmente (paso 1) se recomienda realizar la revision al mes de tratamiento. Posteriormente (paso 2) a los 3
(moderada o grave) o a los 6 meses (leve o controlada).

Definimos como mejoria (control o buena respuesta al tratamiento) el descenso en un escalén de gravedad en PN
moderada o grave o la reduccién en la puntuacién de la EVA en la PN leve.

El grado de hiposmia puede medirse de forma subjetiva, con EVA o mediante olfatometria; correlaciona bien con la
gravedad de la PN, es el sintoma mds especifico de PN y puede ayudar a controlar la enfermedad, indicando al paciente
que aumente o disminuya la dosis de corticoide intranasal en funcion del empeoramiento o mejoria.

2)
3)
4)

5)

2.5.3. Antileucotrienos

En los ultimos afos, los inhibidores de Cys-LTs, como montelukast o zafirlukast
(antagonistas competitivos del receptor CysLT1), y zileuton (inhibidor selectivo de la 5-LO), se

han empleado como tratamiento adyuvante en el asma y la RA (136). La evidencia en cuanto al
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uso de estos farmacos en la RSCcPN es muy limitada, por lo que se emplean en combinacidn con
CSIN en casos moderados-graves con coexistencia de asma o EREA (Figura 9). La escasez de
estudios no permite evidenciar que la efectividad sea mayor en pacientes con EREA que en

pacientes con RSCcPN tolerantes a AINEs (137).

Diferentes estudios han demostrado la eficacia de montelukast en combinacién con
corticoides tdpicos y/u orales para el tratamiento de la RSCcPN. Asi, en los pacientes tratados
con montelukast, se ha reportado una mejora significativa de los sintomas y de la funcién nasal,

asi como una reduccidn de los niveles de mediadores inflamatorios a nivel local (138).

2.5.4. Tratamiento quirurgico

La indicaciéon de CENS se reserva para los casos graves, en los que no es posible un
adecuado control de la RSCcPN con el tratamiento farmacoldgico (Figura 9). Su aplicacién ha
demostrado una mejora significativa de los sintomas nasosinusales y la calidad de vida de los
pacientes (139). Sin embargo, y a pesar de recibir un tratamiento médico correcto tras la cirugia,

las recurrencias de poliposis son frecuentes, especialmente en pacientes con EREA (140).

2.5.5. Anticuerpos monoclonales

En los Ultimos afios, ha habido un interés creciente en el desarrollo de nuevos farmacos
para el tratamiento de la RSCcPN. La falta de respuesta de algunos pacientes a las terapias
disponibles (CSIN y tandas de CSO), junto con la preocupacion por las reacciones adversas de los
CSO, v las altas tasas de recurrencia tras la cirugia, hacen necesario la busqueda de nuevas
alternativas terapéuticas. En este sentido, las terapias bioldgicas dirigidas frente a mediadores
inflamatorios involucrados en la patogénesis de la RSCcPN, constituyen un importante campo
de estudio en la actualidad, motivado por el éxito de estos farmacos en otras afecciones de

similares caracteristicas como el asma y la DA (141,142).

Los principales anticuerpos monoclonales (AcMo) evaluados para el tratamiento de la
RSCcPN se describen en la Tabla 4. Dupilumab (primer AcMo aprobado para la RSCcPN),
omalizumab y mepolizumab estadn indicados para el tratamiento de la RSCcPN grave en
pacientes adultos, con fracaso y/o intolerancia a corticoides intranasales y orales, y recurrencia

de poliposis tras la cirugia.
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Tabla 4. Principales anticuerpos monoclonales evaluados para el tratamiento de la RSCcPN.

AcMo Diana

P P Efectos terapéuticos Fase de estudio
(Referencia)/Afio  terapéutica peutic udi

Reduccién del tamafio de los pélipos

. Ensayos clinicos fase Il (LIBERTY NP
y la congestion nasal.

Dupilumab IL-4Ra Mejora de los sintomas, score TC SINUS-24; LIBERTY NP SINUS-52)
(143)/2019 (IL-4 e 1L-13) L L ! Aprobado FDA, EMA y AEMPS
CdV, uso de corticoides sistémicos y .
. o, (Dupixent®)
menor necesidad de cirugia.
Reduccién del tamafio de los pélipos Ensayos clinicos fase Il (POLYP 1y
Omalizumab \gE nasales. POLYP 2)
(144)/2020 Mejora de los sintomas, score TC y Aprobado FDA, EMA y AEMPS
Cdv. (Xolair®)
Reduccién del tamafio de los pdélipos
Mepolizumab y la obstruccién nasal. Ensayo clinico fase Il (SYNAPSE)
IL-5 Reduccién de sintomas secundarios, Aprobado FDA, EMA, AEMPS
(145)/2021 . o .
del tiempo hasta la cirugia y mejora (Nucala®)
de la Cdv.
Reduccién del tamario de los pdlipos.
Reduccién del recuento de
Reslizumab L5 eosindfilos en sangre periférica y Ensayo clinico fase Il
(146)/2006 niveles séricos de la ECP. Sin desarrollo adicional
Ausencia de mejoria significativa de
los sintomas.
Benralizumab IL-SRal Reduccién del tamafio de los pélipos Ensayo clinico fase Il (OSTRO)
(147)/2021 y la congestién nasal. Necesidad de estudios posteriores.

TC, tomografia computarizada; CdV, calidad de vida; ECP, Proteina Catidnica del Eosindfilo.

3. Staphylococcus aureus. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
3.1. Descripcion del género y caracteristicas generales

S. aureus fue descrito por primera vez en 1880 por el médico escocés Alexander Ogston
(1844-1929), quien demostrd la presencia y asociacidon clinica de bacterias de morfologia
cocoide, en el material purulento de un absceso quirdrgico. Inicialmente dichas bacterias se
denominaron ‘micrococci’y, en 1882, pasaron a denominarse Staphylococci, nombre que deriva
de las palabras griegas “staphyle” (“racimo de uvas”) y “kokkus” (“baya, grano”): “las masas
parecian racimos de uvas” (148). En 1884, el médico aleman Friedrich Julius Rosenbach (1842-
1923) diferencié las bacterias por el color de sus colonias: S. aureus (del latin aurum, oro) y S.
albus (del latin, blanco), el cual pasé a denominarse S. epidermidis debido a su ubicuidad como

parte de la microbiota de la piel.

Desde 2010, el género Staphylococcus, perteneciente al Phylum Firmicutes, se ha incluido
en la familia Staphylococcaceae, dentro del orden Bacillales. Dentro del género Staphylococcus
se incluyen 44 especies y 21 subespecies diferentes, siendo S. aureus la especie mds destacada

como causa de patologia en el ser humano.
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Los miembros del género Staphylococcus, son cocos gram positivos de 0,5-1,5 um de
didmetro, que se disponen en forma de tétradas o racimos irregulares (Figura 10). Son bacterias
ubicuas y poco exigentes en cuanto a los requerimientos nutricionales, siendo capaces de crecer
en diversas condiciones ambientales. Sin embargo, el crecimiento se ve favorecido a
temperaturas entre 30-372C y pH préximo a la neutralidad. Son resistentes a la desecacién y a
los desinfectantes quimicos, y toleran concentraciones de NaCl de hasta el 12%. Son
microorganismos no moviles, no capsulados y aerobios o anaerobios facultativos, excepto S.

saccharolyticus y S. aureus subespecie anaerobious, que son anaerobios estrictos.

"o 5 AW Y

Figura 10. Tincion de Gram de Staphylococcus aureus en una muestra de hemocultivo.

S. aureus, tras 18-24 horas de incubacién en agar sangre, crece formando colonias de
consistencia cremosa, caracterizadas por la produccidon de un pigmento amarillo-dorado vy la
formacidn de un halo de beta-hemdlisis (Figura 11). Crece en los medios de cultivo habituales,
siendo los mas frecuentemente empleados los enriquecidos con sangre y el agar sal manitol.
Una excepcion son las variantes de colonia pequefia (“small colony variants”), las cuales
destacan por su lento crecimiento, alteracién en la morfologia de las colonias (puntiforme,
reduccion de la pigmentacidn y/o ausencia de beta-hemdlisis), reducida actividad coagulasa,
utilizacion del manitol y necesidad de CO; o ciertos sustratos para su crecimiento. Estas cepas
pueden revertir al fenotipo normal cuando se incuban en una atmdsfera enriquecida en CO; o
tras sucesivos subcultivos (149). Desde un punto de vista bioquimico, destacan la produccion de
catalasa y coagulasa, la capacidad para fermentar el manitol y la trehalosa, y la produccion de
una desoxirribonucleasa termoestable. La catalasa, enzima capaz de descomponer el perdxido
de hidrégeno en agua y oxigeno, permite diferenciar el género Staphylococcus (catalasa
positivo) del género Streptococcus (catalasa negativo), mientras que la coagulasa, se utiliza para
diferenciar S. aureus (coagulasa positivo) del resto de especies del género, englobandose todas

ellas con el término estafilococos coagulasa-negativos.
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S. aureus, ademas de colonizar la piel y las mucosas, especialmente la regidn anterior de
las fosas nasales, es capaz de producir diferentes enfermedades en el ser humano, dando lugar
a una gran variedad de procesos infecciosos, como neumonia, empiema, infecciones de piel y
partes blandas, bacteriemia, endocarditis, artritis séptica, etc. Algunas de estas infecciones son
potencialmente graves, asocidndose con altas tasas de morbilidad y mortalidad (150). Su
adquisicion puede ser comunitaria o nosocomial, en cuyo caso se asocia con cepas bacterianas
mas resistentes a los antimicrobianos. En este sentido, la resistencia a meticilina ha adquirido
una gran importancia tanto a nivel clinico como epidemioldgico, clasificdAndose las cepas en dos

grupos: S. aureus sensible a meticilina (SASM) y S. aureus resistente a meticilina (SARM).

Figura 11. Colonias de Staphylococcus aureus en una placa de agar sangre.

3.2. Patogenia de las infecciones por S. aureus. Determinantes de virulencia

S. aureus es un patdgeno oportunista capaz de causar gran variedad de infecciones. Su
infectividad y versatilidad radican en su habilidad para evadir el sistema inmune del hospedador
y sintetizar una amplia gama de factores de virulencia, que incluyen toxinas, moléculas de
superficie y enzimas relacionadas con el dafio y destruccion tisular (Tabla 5). De este modo, la
severidad del cuadro clinico serd el resultado de una interaccion compleja entre el sistema

inmune del hospedador y los factores de virulencia de la cepa bacteriana.

La expresion de los factores de virulencia estd regulada tanto por genes cromosdémicos
como integrados en elementos genéticos maoviles (plasmidos o profagos), pudiendo transmitirse
entre las cepas por transferencia horizontal de genes (151). El sistema de regulacion génica
asociado a la produccion de factores de virulencia mds conocido en S. aureus es el operén agr
(accessory gene regulator), el cual actia mediante un mecanismo de deteccion de quérum

sensing o densidad bacteriana (152) (Figura 12).
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FACTOR DE VIRULENCIA

EFECTO BIOLOGICO

POLISACARIDO CAPSULAR

POLISACARIDO
EXTRACELULAR (BIOFILM)

PARED CELULAR

COMPONENTES
ESTRUCTURALES

Peptidoglicano

Acidos teicoicos

CITOTOXINAS
(a,B,6,v,LPV)

TOXINAS EXFOLIATIVAS
(ETA, ETB)
TOXINAS

ENTEROTOXINAS
(A-R)

TSST-1

COAGULASA
HIALURONIDASA
ENZIMAS FIBRINOLISINA

LIPASAS

NUCLEASAS

Inhibe la fagocitosis

Facilita la adherencia a los cuerpos extrafos
Inhibe la fagocitosis

Aporta estabilidad osmética

Estimula la produccién de pirégeno enddgeno
Favorece la agregacién de leucocitos
polimorfonucleares (formacion de abscesos)
Inhibe la fagocitosis

Estimula la activacidon del complemento
Estimula la liberacion de IL-1 por los macréfagos

Estimulan una respuesta humoral especifica
Favorecen la colonizacién bacteriana

Toxicidad celular (leucocitos, eritrocitos, fibroblastos,
macrdéfagos y plaquetas)

Rompen los puentes intercelulares del estrato
granuloso de la epidermis

Superantigenos
Estimulan la liberacion de mediadores de la
inflamacién por los mastocitos

Superantigeno

Destruccidon de células endoteliales
Convierte el fibrindgeno en fibrina
Hidroliza el acido hialurdnico de los tejidos
Disuelve los coagulos de fibrina

Hidrolizan los lipidos

Hidrolizan el ADN

3.2.1. Componentes estructurales

a) Polisacdrido capsular: es la capa mas externa que recubre la pared celular. Se
han identificado 11 serotipos capsulares de S. aureus, siendo el 5 y el 8 los responsables de la
mayor parte de las infecciones en humanos (153). Su papel en la patogénesis se relaciona con la

evasion del sistema inmune al aumentar la resistencia de las bacterias a la fagocitosis (154).

50



Introduccion

QD 5. auraus of different Agr types
. — other
Quorum-sensing circuit Q:) Staphylococeus

AlP j\._s(fﬂ

SpECies

Cross-inhibition

Signal
transduction

AP maturation
and export

@

-« ‘> Foin (hid]
i) PR
agrd agrc agr‘!}:ng.rﬂ /I
RNAll-independgnt RHAN-depandent
conirol control
. IP'\ g I r"l
Promotion of Targetgene =)y i~
transcription | i ;;-\g;\c,.-. RNAI
contro 4.4 F'-\\el
D Al - Activation of
) translation
= s Voo
O —H'H— Inhibition of translation s
\ s
2 @/
5.D. AUG

Profeasas (Ssph, 3spE. Spl elc.)
Lipase [Geh)
Toxins {Hia ete.]

Figura 12. Sistema de regulacidn génica operon agr.

El mecanismo de deteccion de quérum se muestra en la parte superior. AIP activa el sistema de dos componentes,
AgrC-AgrA, y AgrA fosforilado activa la transcripcion del promotor P2, lo que da como resultado una regulacion de
retroalimentacion. La inhibicidon de la actividad del agr se produce en presencia de cepas pertenecientes a otras
especies (arriba a la derecha), caracteristica denominada especificidad de grupo. El control de los genes diana se realiza
a través de RNAIII (parte inferior), cuya transcripcion aumenta por AgrA, a través del promotor P3. RNAIIl también
contiene el gen de la delta-toxina (h/d). RNAIIl puede inhibir la traduccidn de genes mediante el apareamiento de bases
con 5" UTR. Esto se utiliza para la inhibicion directa de genes diana inhibidos por Agr, como el de la proteina A, mientras
que la inhibicion de la traduccion del represor Rot, conduce a la desrepresion de la transcripcion de muchas de las
toxinas diana de Agr clasicas, como la alfa-toxina. AgrA también aumenta la transcripcion de los operones psma y
psmB, que codifican péptidos PSM (modulinas solubles en fenol), en un modo independiente de RNAIII.

Tomado de Le K et al 2015 (152).

b) Polisacarido extracelular: estd constituido por una biopelicula hidrosoluble laxa,
denominada biofilm, la cual es producida por la mayoria de los estafilococos. Los biofilms se
definen como comunidades de origen microbiano que crecen embebidos en una matriz de
polisacdridos. Se caracterizan por su capacidad de adhesién a tejidos o superficies inertes, como
catéteres, derivaciones o material protésico, y por la formacion de uniones intercelulares. En S.
aureus, las cepas productoras de biofilms, se caracterizan por presentar mayor resistencia a la

fagocitosis y a la accion de los antibidticos (155).
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c) Pared celular: esta constituida por una gruesa capa de peptidoglucano, la cual,
a su vez, estd formada por numerosas capas de cadenas de glucanos (10-12 subunidades
alternantes de acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina) y cadenas laterales de
oligopéptidos entrecruzadas, lo que confiere a la pared celular una elevada rigidez. El
peptidoglicano posee actividad de tipo endotoxina, ya que estimula la produccién de pirégenos
enddgenos, la activacion del complemento, la liberacion de IL-1 por los macréfagos y la
agregacion de los leucocitos polimorfonucleares, proceso que da lugar a la formacion de
abscesos (156,157). En la pared celular también se encuentran los acidos teicoicos o
lipoteicoicos, que son polimeros fosfatados que se unen a residuos de N-acetilmuramico o a la
membrana citoplasmatica, a través de uniones covalentes o lipofilicas, respectivamente.
Aungque son poco inmundgenos, los acidos teicoicos de S. aureus tienen capacidad de estimular
la respuesta humoral especifica e intervienen en la interaccidn con el hospedador, favoreciendo
la colonizacidn (158). La pared celular constituye la diana de numerosos antibiéticos, entre ellos
los betalactdamicos, los cuales se unen a la proteina de unidn a penicilina (PBP) encargada de la

sintesis de peptidoglicano.

d) Proteinas de superficie: se han identificado numerosas proteinas de superficie,
cuya relevancia radica en su participacion en los mecanismos de adherencia a los tejidos del
hospedador. En este grupo se engloban las proteinas de union al colageno (Cna), a la
fibronectina (FNBPA y FnBPB) y al fibrindgeno (CIfA y CIfB), asi como la proteina A. En su conjunto
se denominan MSCRAMM (del inglés microbial surface components recognizing adhesive matrix

molecules) (159,160).

Las proteinas de union a la fibronectina y al colageno juegan un papel importante en la
adherencia a las lesiones del epitelio, donde quedan expuestos la ldamina basal y el tejido
conjuntivo, ricos en fibronectina y coldageno (160). Las proteinas de union a fibronectina
también estan implicadas en la adherencia de S. aureus a las células del hospedador y su

posterior internalizacién (161).

La proteina A de S. aureus (SpA) es una importante molécula de superficie que puede ser
secretada en forma libre al espacio extracelular. Estd presente en la gran mayoria de las cepas,
especialmente en aquellas relacionadas con infecciones de las vias respiratorias (162). SpA es
capaz de interaccionar con numerosas proteinas presentes en el hospedador y modular la
respuesta inmune mediante varios mecanismos. Esto hace que SpA pueda actuar como una

molécula proinflamatoria o antiinflamatoria, en funcién del sustrato de unién y las células con

las que interaccione en el hospedador. Por ejemplo: i) impide la opsonizacién de S. aureus por
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los neutrdfilos al unirse al receptor Fc de la IgG (163); ii) promueve la coagulacion intravascular
mediante su unidn al factor de von Willebrand (164); iii) activa la via de sefializacion
proinflamatoria caracteristica de TNF-a mediante la unidn al receptor 1 de TNF (TNFR1) (162);
iv) induce la liberacion de IL-8 en las células epiteliales de las vias respiratorias a través del factor
nuclear kappa B (NF-kB) (162); v) favorece la movilizacién y eliminacién de TNFR1, asi como la
neutralizacién del TNF-a disponible, disminuyendo la sefializacién continua de la via TNFR1
(162), vi) actia como un SAg al interaccionar con la region VH3 de la IgM presente en los

linfocitos B (165).

3.2.2. Toxinas

a) Citotoxinas o toxinas con actividad sobre membranas: en este grupo se
incluyen las toxinas que acttan sobre la membrana citoplasmatica de las células; son las toxinas

o hemolisinas a, B, y, 6 y la leucocidina de Panton-Valentine (LPV).

La toxina a es una proteina codificada por el gen hla, integrado en el cromosoma de S.
aureus. Su expresion esta controlada por varios sistemas reguladores, siendo el operon agr el
mecanismo principal (152). Ejerce su accion citolitica en los hematies, dando lugar a la formacion
de poros que alteran la osmorregulacién y el flujo de cationes y otras moléculas (166). También
puede modular la respuesta inmune al interferir en la liberacidon de interleuquinas y otros
mediadores: incrementa la liberacion de IL-1B por monocitos y macréfagos (167); de IL-8 por
monocitos y células epiteliales (168); de IFN-y por células T (169), y de IL-17A e IL-22 por células

mononucleares de sangre periféricay células T (170,171).

La toxina B se caracteriza por su capacidad de lisar los hematies y por su actividad
esfingomielinasa; degrada la esfingomielina presente en la superficie celular, conduciendo a su
lisis (172). A pesar de que se ha relacionado con la formacidon de biofilms (173), su contribucion
en las infecciones mediadas por S. aureus es desconocida. Ademas, muchas cepas de origen
humano no expresan la toxina B, debido a la integracidon del bacteriéfago $Sa3 en el gen

estructural que la codifica, denominado hlb (174).

La toxina y (liberada por la mayoria de las cepas de S. aureus) y la LPV estan formadas por
dos componentes, S y F. Se han identificado tres proteinas S y dos proteinas F, por lo que se
pueden codificar hasta seis toxinas diferentes. Todas ellas actuan formando poros de membrana
qgue conducen a la destruccién de macrdfagos, neutréfilos y hematies (175). La LPV es un

importante factor de virulencia, asociado con necrosis tisular en infecciones de piel y partes
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blandas, asi como con cuadros de neumonia necrotizante (176,177). Principalmente, es

producida por cepas de SARM adquiridas en la comunidad (178).

La toxina 8, producida por practicamente todas las cepas de S. aureus, se caracteriza por
su amplio espectro de actividad citolitica, afectando a la membrana de una gran variedad de
células, principalmente hematies y neutrdfilos (179,180). Ademas, es capaz de modular la
respuesta inmune y se ha relacionado con la formacion de biofilms (181). Esta codificada por el
gen hld, cuya transcripcion esta regulada por el sistema agr. El gen hid se expresa principalmente
durante la fase de crecimiento postexponencial, y se reprime totalmente durante las fases
tempranas de crecimiento. Dado que la expresién de la toxina & depende de la dindmica de
crecimiento bacteriano y se secreta sin un péptido sefial, se ha sugerido que la propia toxina

podria actuar como un marcador de la funcionalidad del operon agr (182).

b) Toxinas con actividad de superantigenos: son aquellas capaces de estimular
inespecificamente (proliferacion policlonal) y directamente a los linfocitos T, desencadenando
reacciones inmunitarias caracterizadas por la liberacién masiva de citoquinas (tormenta de
citoquinas). Los SAgs se unen simultaneamente al receptor de linfocitos T (TCR) y al complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-Il), sin ser previamente procesados por una célula
presentadora de antigeno. La union a los linfocitos T no se produce en las zonas de
reconocimiento especifico, sino en las adyacentes, concretamente en la region variable de la
cadena B del TCR (Figura 13). Las enfermedades mediadas por SAgs cursan con fiebre,
hipotensidon grave y shock, pudiendo dar lugar a un fallo multiorganico (183). En este grupo se
engloban las toxinas exfoliativas, las enterotoxinas y la toxina 1 del sindrome del shock toxico

(TSST-1).

Las toxinas exfoliativas o también denominadas epidermoliticas, son las responsables del
sindrome de la piel escaldada estafilocdcico o sindrome de Ritter. Se han descrito 4 tipos de
toxinas exfoliativas (ETA, ETB, ETC y ETD), siendo ETA y ETB las mas frecuentes en humanos
(184). ETA es una proteina termoestable codificada por el gen eta, localizado en el cromosoma
pero integrado en el fago ¢ETA (185). Por el contrario, ETB es termolabil y el gen que la codifica,
etb, se encuentra en un plasmido (186). En cuanto al mecanismo de accidn, la hipdtesis mas
probable se relaciona con su actividad como proteasas de serina en la zona granulosa de la
epidermis, destruyendo la cohesién intercelular tras unirse a la desmogleina-1, proteina
importante en el mantenimiento de la adhesion entre las células y la epidermis (184). Su
actividad como superantigenos ha sido demostrada, pero el efecto que producen es mas leve

que el de las enterotoxinas o la TSST-1 (187).
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Las enterotoxinas estafilocdcicas (SE) son las causantes de la intoxicacion alimentaria
estafilocécica, cuadro autolimitado que cursa con vémitos y diarrea. Al ser proteinas
termoestables y resistentes a la hidrélisis de los jugos gastricos, la infeccién ocurre tras la
ingestién de las toxinas previamente preformadas en los alimentos. Las SE inducen cambios
histoldgicos a nivel gastrointestinal y la liberaciéon de mediadores de la inflamacidon (188). Se han
descrito 22 SE diferentes, siendo SEA la mas cominmente relacionada con las intoxicaciones
alimentarias (189). La mayoria de los genes que codifican estas proteinas se encuentran
localizados en elementos genéticos mdviles, como fagos (SEA), plasmidos (SED) o islas de
patogenicidad de S. aureus (SEB, SEC, SEK, SEL) (151,189). Debido a su actividad como SAgs, el
papel de las SE ha sido ampliamente estudiado en patologias con destacado componente

inflamatorio, como en la DA y la RSC (véase apartado 4).

La TSST-1 es una proteina termoestable y resistente a la accién de las proteasas. Es
codificada por el gen tst localizado en las islas de patogenicidad SaPI1 y SaPl2, las cuales estan
estrechamente vinculadas con profagos especificos, que permiten su propagacion entre cepas
de S. aureus (190). La TSST-1 es un potente SAg causante principal del Sindrome del Shock Téxico
(SST), descrito por primera vez en 1978 por Todd et al (191). Para su liberacidn son necesarias
condiciones especificas (elevada concentracidn de oxigeno y pH neutro), lo que podria explicar

la baja incidencia del SST en comparacién con otras infecciones estafilocécicas (192).
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Figura 13. Mecanismo de accion de antigenos convencionales y superantigenos.

Los antigenos convencionales (A) son presentados a los linfocitos T a través de las MCH Il. Los superantigenos (B) se
unen directamente a la cadena B del TCR y al MCH I, provocando una activacion masiva de linfocitos T. APC: Células
presentadora de antigeno; MHC Il: complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il; TCR: receptor de linfocitos T;
Ag: antigeno; SAg: superantigeno.
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3.2.3. Enzimas extracelulares

S. aureus produce una gran variedad de enzimas relacionadas con su capacidad invasiva y
propagacion tisular. Las mas destacadas son la coagulasa, la hialuronidasa, la fibrinolisina, las

lipasas y las nucleasas.

a) Coagulasa: promueve la conversién del fibrindgeno en fibrina; forma un
complejo con la protrombina e induce en ella un cambio conformacional, dando lugar a la
creacidon de un sitio activo de union del fibrinégeno de alta afinidad (193). El resultado es la
formacion de una malla de fibrina que favorece la formacion de abscesos, la localizacién de la

infeccion y la agrupacion de los microorganismos, protegiéndolos de la fagocitosis (194).

b) Hialuronidasa: hidroliza el acido hialurénico presente en la matriz extracelular

de los tejidos, favoreciendo la propagacién y diseminacién de S. aureus (195).

c) Fibrinolisina o estafiloquinasa: es un cofactor que favorece la diseminacién de
S. aureus en los tejidos mediante la activacion del plasminégeno y la consiguiente formacion de
plasmina, proteasa que disuelve los codgulos de fibrina (196). En este sentido, la produccidn de
estafiloquinasa se ha relacionado con una menor formacién de biofilms y con la destruccién de
biofilms maduros (197). La fibrinolisina también contribuye a la proteccidn de S. aureus frente a

la fagocitosis, al inducir la produccion de defensinas (198).

3.3. Mecanismos de resistencia a antibioticos en Staphylococcus aureus
3.3.1. Generalidades

S. aureus, al igual que otras bacterias, es capaz de adaptarse a la presion selectiva de los
antibiéticos mediante el desarrollo de mecanismos de resistencia, los cuales pueden afectar al
propio antibidtico, estructuras celulares o rutas metabdlicas (Figura 14). Como consecuencia,
los antimicrobianos dejan de ejercer su efecto bacteriostatico o bactericida sobre la célula
bacteriana. La resistencia antibidtica adquirida puede estar mediada por mutaciones en los
genes cromosOmicos o por transferencia horizontal de genes entre otras especies o géneros
bacterianos, a través de pldsmidos u otros elementos genéticos méviles, como transposones o

integrones.
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Figura 14. Mecanismos de resistencia antibiotica.
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1- Degradacién enzimatica del antibidtico: es el mecanismo de resistencia a betalactamicos mds importante. Las bacterias

producen enzimas (betalactamasas) que hidrolizan el antibidtico. 2- Modificacion enzimatica del antibidtico: metilacion,

acetilacion, fosforilacion, etc. Mecanismo importante en el caso de resistencia a los aminoglucdsidos. 3- Bomba de

expulsidon activa: las bacterias poseen proteinas en la membrana citoplasmatica con capacidad de expulsar al medio

externo las moléculas de antibidticos que hubieran penetrado previamente. 4- Pérdida de permeabilidad:

fundamentalmente se debe a la pérdida o modificacion estructural de las porinas (por mutaciones, deleciones o inserciones

en los genes que las codifican), proteinas que forman canales de membrana a través de los cuales se transportan nutrientes

y, secundariamente para la bacteria, numerosos antimicrobianos al interior celular. 5- Modificacién de la diana del

antibiodtico: la resistencia puede deberse a una alteracion del sitio de unién del antibidtico, por ejemplo, modificaciones

ribosdmicas causadas por metilasas en la subunidad 50S (responsables del fenotipo de resistencia MLSB en grampositivos),

0 a la disminucion de la afinidad de unidn al antibiético, como ocurre en las cepas de SARM debido a la produccion de la

PBP2a, la cual se caracteriza por su baja afinidad por betalactamicos.

3.3.2. Resistencia a antibioticos betalactamicos

Los betalactdmicos son antibidticos con actividad bactericida capaces de unirse a las PBPs
situadas en la parte externa de la membrana citoplasmadtica. Actian como andlogos del
dipéptido D-Ala-D-Ala e inhiben la sintesis del peptidoglicano al impedir que tenga lugar la
reaccion de transpeptidacion. Como consecuencia, la estructura de la pared celular se debilita,

dando lugar a su rotura y, por tanto, a la muerte celular.

El fenotipo de resistencia a antibidticos betalactamicos mas frecuente en S. aureus,
incluye resistencia a penicilina y ampicilina debido a la inactivaciéon enzimatica mediada por
penicilinasas (codificadas por el gen blaZ), enzimas capaces de hidrolizar el anillo betalactamico
dando lugar a la inactivacidn del antibidtico. Estas betalactamasas de clase A son inhibidas por
los inhibidores de betalactamasas (acido clavulanico, tazobactam, sulbactam), por lo que estas

cepas son sensibles a las asociaciones de betalactdmicos con inhibidores, asi como a las
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penicilinas semisintéticas (oxacilina y meticilina) y resto de antibidticos betalactamicos

(cefalosporinas o carbapenemas).

En S. aureus también es muy frecuente la resistencia a meticilina (y oxacilina) debido a la
adquisicion del gen mecA, el cual codifica una PBP (PBP2a) que posee baja afinidad por los
betalactamicos. Las cepas de S. aureus que contienen el gen mecA, cominmente denominadas
SARM, son resistentes a todos los betalactamicos, incluyendo penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemas y monobactamas, con la excepcion de dos nuevas cefalosporinas con elevada

afinidad por la PBP2a, ceftobiprole y ceftarolina (199,200).

3.3.3. Resistencia a antibidticos no betalactamicos

a) Macrdlidos — Lincosamidas — Estreptogramina B (MLSB): estos antibidticos
presentan diferencias estructurales, pero poseen mecanismos de accién y de resistencia muy
relacionados. Actian sobre la subunidad 50S del ribosoma bacteriano, inhibiendo la
translocacién de la cadena peptidica en la sintesis proteica. Los mecanismos de resistencia a

estos antibidticos en bacterias grampositivas pueden ser los siguientes:

i Modificacion de la diana (ARNr 23S) por la accion de metilasas codificadas
principalmente por genes ermy, rara vez, por el gen cfr, o mutaciones en el ARNr 23S

y/o en las proteinas ribosomales.

ii.  Expulsidn activa del antibidtico por parte de proteinas codificadas por diversos genes,

como mef(A), mef(E), msr(A), msr(B), erp(B).

iii. Inactivacidon del antibidtico mediada por enzimas codificadas por los genes Inu(A),

Inu(B), Inu(C), vat, vgb, y mph(C).

Existen diferentes fenotipos de resistencia en funcion de los genes implicados vy
antibioticos afectados. El mas comun es el denominado MLSB, que consiste en la resistencia a
macrdlidos de 14, 15y 16 atomos de carbono, lincosamidas y estreptograminas del grupo By se
debe a la presencia de genes erm. Los genes erm(A) y erm(C) son los mas frecuentemente
encontrados en S. aureus (201). Este fenotipo puede ser de expresion constitutiva o inducible
(cMLSB o iMLSB), siendo en este ultimo caso la eritromicina la que induce la expresion del
mecanismo de resistencia. Otro fenotipo de resistencia frecuente en S. aureus es el MS
(resistencia a macrélidos de 14 y 15 atomos y a estreptograminas B, pero no a clindamicina ni a
macrélidos de 16 atomos), debido a un mecanismo de expulsién activa codificado

principalmente por el gen msr(A) y msr(B). Otros fenotipos infrecuentes son L, LSA, SA y SB,
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consistentes en resistencia a lincosamidas; lincosamidas y estreptograminas A,
estreptograminas A, y estreptograminas B, respectivamente. En estos casos, destacan los
mecanismos de inactivacidn del antibidtico o modificacidén de la diana. La inactivacion se debe
principalmente a enzimas lincosamida-nucleotidiltranferasas, codificadas por 3 genes Inu(A),
Inu(B) y Inu(C), mientras que la modificacidn de la diana se debe a una metilasa codificada por
el gen cfr que se asocia con resistencia combinada a lincosamidas, estreptograminas, fenicoles,

pleuromutilinas y oxazolidinonas (202).

b) Aminoglucésidos: actuan inhibiendo la sintesis proteica al unirse de manera
irreversible a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. En S. aureus la resistencia a los
aminoglucdsidos se produce principalmente por la accién de enzimas modificantes. En cepas de
SARM son frecuentes la produccidon de enzimas codificadas por los genes aac(6')-aph(2”) y
ant(4’), que confieren resistencia a gentamicina, tobramicina y kanamicina, y a amikacina,
tobramicina y kanamicina, respectivamente. Las cepas de Staphylococcus también pueden
presentar resistencia a estreptomicina debido a la accién de la enzima ant(6) o bien a kanamicina

y amikacina, por la enzima aph(3’)-Ill.

c) Quinolonas: actuan interfiriendo en la accion de la ADN-girasa cromosdémica y
de la topoisomerasa IV bacteriana. La resistencia a quinolonas en S. aureus se debe
principalmente a la alteracion de la diana, debido a mutaciones en las subunidades GrlA y GriB
(ADN topoisomerasa V), y GyrA y GyrB (ADN-girasa). También puede estar ocasionada por
mutaciones en el gen norA, responsable de un mecanismo de expulsion activa (203). Por lo
general, las mutaciones responsables de la resistencia en S. aureus, se suelen producir primero
en la proteina GrlA y posteriormente en GyrA, contribuyendo estas ultimas a incrementar el

nivel de resistencia.

d) Glucopéptidos: inhiben la sintesis de la pared celular. En general, las cepas de
Staphylococcus han mantenido una elevada sensibilidad a este grupo de antibidticos. Sin
embargo, en los Ultimos afios, se han descrito cepas con sensibilidad disminuida o resistentes
debido principalmente a dos mecanismos de resistencia, uno relacionado con el engrosamiento
de la pared celular y el aumento de la expresion de PBP2a, y otro debido a la adquisicidn del gen

vanA, asociado con un mayor nivel de resistencia (204).

e) Mupirocina: inhibe la sintesis de proteinas mediante la unién a la isoleucil-ARNt
sintetasa, impidiendo la incorporaciéon de isoleucina a las proteinas. Se pueden distinguir dos
fenotipos de resistencia: i) resistencia de bajo nivel (CMI 8-256ug/ml) mediada por mutaciones

en el gen nativo ileS, codificante de la enzima isoleucil-ARNt-sintetasa; ii) resistencia de alto nivel
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(CMI 2512ug/ml) por adquisicién de un plasmido que contiene el gen mupA, que codifica una

enzima isoleucil-ARNt-sintetasa sin afinidad por mupirocina (205).

f) Tetraciclinas: inhiben la sintesis proteica por unién a la subunidad 30S del
ribosoma. La resistencia a tetraciclinas en el género Staphylococcus es bastante frecuente,
pudiendo ser debida al aumento de la expulsién activa o a una proteccion del ribosoma. En el
primer mecanismo participan los genes tet(K) y tet(L), y en el segundo los genes tet(M) y tet(O).
Los genes mas comunmente encontrados en S. aureus son tet(K), asociado Unicamente con
resistencia a tetraciclina, y tet(M), asociado con resistencia cruzada a tetraciclina, doxiciclina y

minociclina (206).

g) Linezolid: antibidtico perteneciente a la familia de las oxazolidinonas. Inhibe la
sintesis proteica a través de la unién de N-formilmetionil-ARNt al ribosoma, afectando también
a la subunidad 50S. La resistencia a linezolid es poco frecuente, siendo mas comun en ECN y
Enterococcus spp. (207). Los mecanismos de resistencia descritos se asocian con mutaciones en
la diana (ARNr 23S) (208) o mutaciones en las proteinas ribosomales L3, L4 y L22 (209). La

presencia del gen cfr, anteriormente mencionado, también confiere resistencia a linezolid (202).

4. IMPLICACION DE Staphylococcus aureus EN LA RSCcPN

Se desconoce con exactitud el papel que desempefia S. aureus en la patogénesis de la
RSCcPN. Actualmente, las principales hipdtesis sugieren que podria actuar como un agente
modulador de la enfermedad, promoviendo la desregulacién de la respuesta inmunitaria, la
disfuncion de la barrera epitelial, la reduccién del aclaramiento mucociliar y la disbiosis

bacteriana, favoreciendo asi el caracter recalcitrante de la RSCcPN.

Un mayor conocimiento del papel de S. aureus en la RSCcPN, incluyendo su influencia en
la respuesta inmunitaria innata y en el microbioma, permitiria optimizar los objetivos de
tratamiento, asi como conocer la utilidad de la descolonizacién y la promocién de la homeostasis

bacteriana, a favor de una comunidad microbiana diversa en la cavidad nasosinusal.

4.1. Colonizacion nasal por S. aureus e influencia en el microbioma

S. aureus coloniza de forma persistente o intermitente las fosas nasales de
aproximadamente el 50% de los adultos sanos (210). En pacientes con RSCcPN, es el

microorganismo aislado con mayor frecuencia, siendo las tasas de colonizacién mas altas en
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pacientes con asma concomitante o EREA (119,120). En un estudio publicado por Van Zele et a/
(211), S. aureus fue aislado en el 63,6% de los pacientes con RSCcPN, alcanzando el 87,5% en
pacientes con hipersensibilidad a AINEs. Estos valores fueron muy inferiores en el grupo de

RSCsPN y en individuos sanos, donde se reportaron tasas del 33,3% y 27,3%, respectivamente.

Los pacientes con RSCcPN colonizados por S. aureus parecen albergar la misma cepa a lo
largo del tiempo, siendo capaz de persistir a pesar de la administracion de antibidtico oral y/o
tépico. Esto podria ser debido a la capacidad del patégeno para resistir la accidén antibidtica y/o
a la existencia de un reservorio que permita la recolonizacion (212). Estudios de hibridacién in
situ fluorescente empleando sondas de acidos nucleicos peptidicos (PNA-FISH), han demostrado
la presencia de formas intracelulares de S. aureus en la mucosa sinusal de pacientes con RSCcPN,
sin encontrar evidencia de que pueda ocurrir en pacientes con RSCsPN o individuos sanos (213—
215). Por otro lado, los aislamientos intraoperatorios de S. aureus en las cirugias de senos
paranasales, se han asociado con perfiles mas graves de RSC y mayor prevalencia de infecciones

postoperatorias (216).

En los ultimos anos, el estudio del microbioma ha adquirido especial interés. En términos
generales, la biodiversidad microbiana, medida por la riqueza y la uniformidad, es considerada
como un marcador de salud. En pacientes con RSC, Feazel et al (217) han demostrado que la
disminucién de la biodiversidad bacteriana se correlaciona con la abundancia relativa de S.
aureus en la cavidad nasal. Ademas, dado que la mayor exposicion a los antibidticos da lugar a
una menor diversidad, sugieren que el uso frecuente de antimicrobianos puede contribuir a una
alteracién sostenida del microbioma, potenciando la colonizacién crénica por S. aureus. Varios
autores han demostrado que en la RSCcPN se produce una expansiéon de microorganismos
patdgenos, especificamente S. aureus y anaerobios, siendo la carga bacteriana total similar en

pacientes con y sin RSC (218-220).

4.2. Influencia de S. aureus en la barrera epitelial

Clasicamente, las investigaciones acerca del papel de los microorganismos en la RSCcPN
se han centrado en su influencia sobre la cascada inflamatoria. En este contexto, la teoria de los
SAgs estafilocdcicos (55,93) y la teoria fungica, con Alternaria como principal protagonista (221-
223), adquirieron especial relevancia. De las observaciones derivadas de estudios previos, nacio
la hipdtesis de la barrera inmunitaria, en la que se postula que tanto Alternaria como las cepas
toxigénicas de S. aureus, facilitan la interrupcién de la barrera inmunoldgica y mecanica al

promover la eliminacion mucociliar defectuosa, que conduce a su vez a la invasién bacteriana y
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a la degradacién de las proteinas de unidn estrecha intercelular (224). Recientemente,
Altunbulakli et al (225) demostraron que la infeccidn del cornete inferior por S. aureus en
pacientes sanos, da lugar a un incremento de la expresién de ARNm de proteinas de unién
estrecha, como claudinas, ocludina, tricelulina, ZO-3 y E-cadherina, mientras que en el tejido de
pacientes con RSCcPN no se produce ningln cambio e incluso, en algunos casos, se produce una
disminucién de las proteinas de unidn estrecha. Otro estudio realizado por Varela et al (226),
relaciona la presencia de S. aureus en el epitelio nasosinusal con una menor capacidad de

reparacion del tejido dafiado en pacientes con RSCcPN.

La barrera epitelial actia como una primera linea de defensa fisica frente a los agentes
externos. En respuesta al estimulo inducido por determinados virus y bacterias, las células
epiteliales liberan citoquinas, como IL-25, IL-33 y TSLP, las cuales inducen la liberacién de otras
citoquinas tipo 2, como IL-5, IL-9 e IL-13, contribuyendo al inicio o persistencia de la respuesta

inflamatoria Th2 a nivel local (227-229) (Figura 15).

La presencia de S. aureus en la cavidad nasal se ha relacionado ampliamente con la
respuesta inflamatoria Th2 descrita en pacientes con RSCcPN. Un estudio publicado por Lan et
al (230), demuestra que la accidén directa de S. aureus (cepas no productoras de enterotoxina)
también es capaz de inducir la liberacién de citoquinas Th2, IL-33 y TSLP, por parte de las células
epiteliales nasales en pacientes con RSCcPN. En otro estudio, Sachse et al (214) obtuvieron un
aumento significativo de IL-6, tras la estimulacién in vitro con cepas de S. aureus de células
epiteliales nasales de pacientes con RSCcPN. De este modo, estos hallazgos demuestran que en
pacientes con RSCcPN, las células epiteliales nasales podrian actuar como una fuente de
citoquinas tipo 2, cuya liberacién podria estar potenciada por la presencia de S. aureus en la
cavidad nasal, contribuyendo asi a la persistencia de la respuesta inflamatoria y la exacerbacion

de los sintomas.

4.3. Formacion de biofilms

Los biofilms son estructuras altamente organizadas compuestas por comunidades de
bacterias encerradas dentro de una matriz extracelular, protegiéndolas frente a las defensas del

huésped o la accién de los antibidticos (231).

En la RSCcPN, la prevalencia de biofilms bacterianos es superior en comparacién con los
grupos de RSCsPN y pacientes sanos (232). Sin embargo, no existe evidencia suficiente que

relacione dichas estructuras con la patogénesis de la enfermedad. Algunos autores sugieren que
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podrian constituir una fuente de exacerbaciones recurrentes al actuar como reservorios y
permitir la liberacion periddica de microorganismos (233,234). En este sentido, Tan et al (215)
demostraron una asociacion positiva entre la invasién intracelular de S. aureus y la formacidn
de biofilms, pudiendo ser la combinaciéon de ambos mecanismos responsable de potenciar el
caracter recalcitrante de la RSCcPN. La presencia de biofilms de S. aureus también se ha
relacionado con un incremento de la respuesta inmune Th2, encontrdndose niveles
significativamente mas elevados de IL-5, ECP y eosinodfilos activados (235,236), y con resultados

desfavorables después de la cirugia (121).
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Figura 15. Activacidon de la cascada inflamatoria caracteristica de la RSCcPN debido a la
influencia de los microorganismos en la barrera epitelial.
Tomado de De Schryver E et al 2015 (229)

4.4. Toxinas y otras proteinas estafilococicas

Las toxinas estafilocdcicas han sido ampliamente estudiadas en la patogénesis de la
RSCcPN, especialmente los SAgs, los cuales se han asociado con otras enfermedades en las que
la colonizacidn por S. aureus puede ser crucial en el empeoramiento del cuadro clinico, como es
la DA (237,238). Debido a su mecanismo de accién, estas toxinas dan lugar a una activacion
masiva y policlonal de linfocitos T, que a su vez desencadena la proliferacién simultanea de
células B, con la consiguiente liberacion de IL-4, IL-5 e IL-13. Como consecuencia, se produce un

incremento de la produccién local de IgE policlonal asociada a un aumento de eosindfilos
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activados y liberacién de histamina. La inflamacidn eosinofilica persistente e incrementada en
la mucosa nasosinusal, podria favorecer el incremento del tamaio de los pélipos y conducir a

una exacerbacién de los sintomas (239).

Ademds de la activacién policlonal de linfocitos T, los SAgs estafilocdcicos son capaces de
interaccionar con otras células, entre las que se encuentran los linfocitos B, eosindfilos,
mastocitos y células epiteliales. Como consecuencia de dicha interaccion, se produce un
incremento de la proliferacidn y activacién de células T, inmunoglobulinas y citoquinas (Figura
16) (240). En pacientes con RSCcPN se ha demostrado la presencia de linfocitos By T en el tejido
polipoide, pudiendo estar relacionado con una exposicion previa a SAgs estafilocdcicos a nivel
local (241-245). El incremento en la sintesis local de SE-IgE en pacientes con RSCcPN, se ha
relacionado con formas mas graves de la enfermedad, con mayor inflamacién eosinofilica y
mayor asociacién a asma y/o intolerancia a AINEs (86,93). Los SAgs estafilocdcicos también
pueden influir en el metabolismo de los eicosanoides (importante en la fisiopatologia de la
EREA), constituyendo una via para la desregulacidon inmunitaria innata que pude conducir a la
inflamacidn persistente (246). La estimulacidn celular con la enterotoxina B de S. aureus (SEB)
en pacientes con RSCcPN, se ha relacionado con un incremento significativo de los niveles de
citoquinas proinflamatorias incluyendo IL-5, IL-10, IL-13, INF-y e IL-17A (247). El sesgo
preferencial hacia una respuesta inmunitaria Th2 promueve la diferenciacion de macréfagos M2

inmunotolerantes, lo que favorece la persistencia de S. aureus al disminuir la fagocitosis (94).

Debido a sus propiedades bioldgicas, el papel de otras proteinas estafilocécicas, como a-
hemolisina y proteina A (SpA), también han sido objeto de estudio en la RSCcPN. a-hemolisina
es una citotoxina capaz de regular la respuesta inmune al interaccionar con numerosas células
(167-171,248,249), mientras que SpA interfiere sobre mecanismos de defensa del huésped al
actuar sobre macrdéfagos, linfocitos B, células epiteliales de las vias respiratorias, etc., pudiendo
actuar como una molécula proinflamatoria o antiinflamatoria (162,163,250). En un estudio
realizado por Okano et al (247), la estimulacién celular in vitro con a-hemolisina, dio lugar a un
aumento significativo de IL-5, IL-13, IFN-y, IL-17 e IL-10 en pacientes con RSCcPN. En otro
estudio, al emplear SpA, observaron un aumento significativo dosis dependiente de IL-13, IL-10
e IL-17A, con respecto a las células sin estimulo (251). También, Patou et al (252), obtuvieron un

aumento significativo de IL-5 al estimular las células con SpA.

Estos hallazgos demuestran que la respuesta inducida por toxinas estafilocdcicas en
pacientes con RSCcPN, tiende a ser proinflamatoria y sesgada hacia la produccién de citoquinas

Th2. Sin embargo, la presencia de SAgs estafilocécicos en el tejido polipoide no ha sido
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documentada en todos los pacientes con RSCcPN, lo que sugiere que no son imprescindibles
para que la respuesta inflamatoria tipica de la RSCcPN tenga lugar. Por ello, cada vez es mas
aceptada la hipétesis de que S. aureus podria actuar como un modulador en la fisiopatologia de

la RSCcPN, provocando una regulacién al alza en la produccidn de citoquinas proinflamatorias.
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T cell ( « T cell proliferation
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* Cytokine production -
O Staphylococcal enterotoxins
e Macrophage

+ IL-8 production
+ Neutrophilic chemotaxis

oy « T cell proliferation
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+ Ig production
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+ Chemokine release

Figura 16. Efectos de los superantigenos estafilocdcicos en los diferentes tipos celulares.

Tomado de Huvenne W et al 2013 (240)
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Hipdtesis
I
Staphylococcus aureus es uno de los patdogenos mas ampliamente estudiados en el
contexto de la rinosinusitis créonica con o sin poliposis nasal. Sin embargo, todavia se desconoce
el papel que pudiera desempeiiar en la patogénesis de la enfermedad. Las razones que apoyan
la posible implicacién de S. aureus en la patogénesis de la RSCcPN y las que fundamentan Ia

hipdtesis de la presente tesis doctoral son:

= S. aureus coloniza frecuentemente la cavidad nasal de pacientes con RSCcPN, siendo
capaz de invadir el epitelio y la submucosa. Mayores tasas de colonizacion han sido reportadas
en pacientes con enfermedad respiratoria exacerbada por AINEs, caracterizdndose por una
mayor exacerbacion de los sintomas y necesidad de tratamiento quirdrgico periddico, lo que

conlleva un gran impacto en la calidad de vida de los pacientes y en el coste sociosanitario.

= Los principales factores de virulencia de S. aureus que se han asociado con la
patogénesis de RSCcPN, son la capacidad de formacidon de biofilms y a la liberacién de
superantigenos. La presencia de biofilms bacterianos se ha relacionado con cuadros clinicos mds
severos y mayor recurrencia de poliposis tras la cirugia, pudiendo favorecer el cardcter
recalcitrante de la enfermedad. Sin embargo, se desconoce el mecanismo mediante el cual la
presencia de biofilms facilita dicha exacerbacién. En cuanto a la implicacién de los
superantigenos, numerosos estudios han demostrado que en pacientes con RSCcPN, se
producen mayores niveles de Igt frente a enterotoxinas estafilocdcicas, pudiendo estar

asociados con la activaciéon de células T y la consiguiente liberacién masiva de citoquinas Th2.

= En pacientes con RSCcPN, se ha observado que S. aureus ejerce un efecto
inmunomodulador, que contribuye al mantenimiento de la respuesta inflamatoria Th2 en el
tejido polipoide. Como consecuencia, se produce un incremento en el reclutamiento de

eosinodfilos, que favorece la formacién y crecimiento de los pdlipos nasales.

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos, se establece la siguiente hipotesis: la
respuesta continuada de las células del epitelio nasal frente a determinadas proteinas de S.
aureus, durante la colonizacién nasal persistente o intermitente por este patégeno, podria
provocar una alteracion en la respuesta inmunitaria innata, potenciando la desregulacion al alza
del proceso inflamatorio crénico caracteristico de la enfermedad respiratoria exacerbada por
AINEs. De este modo, un control mediante la descolonizacion nasal por S. aureus, podria ser de

utilidad en el manejo clinico de dicha patologia.
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Objetivos

OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar la implicacién de las proteinas de S. aureus, a-hemolisina y proteina A (SpA), en la

activacion de la respuesta inmunitaria innata de pacientes con EREA, mediante la cuantificacidn

de la produccién de citoquinas por las células epiteliales de pdlipos nasales.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

a)

c)

d)

Disefiar un modelo de estimulacién celular in vitro con cultivos primarios de células
epiteliales de pdlipos nasales (CEPN) de pacientes con EREA, obtenidos mediante cirugia

endoscdpica nasosinusal.

Determinar el patrdn de liberacién de las citoquinas IFN-Y, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-21, IL-
5, IL-33 e IL-8 en las CEPN de pacientes con EREA, tras la estimulacion con las proteinas

a -hemolisina y SpA de S. aureus.

Comparar el efecto de SpA en la liberacidn de las citoquinas IFN-Y, IL-10, IL-13, IL-17A,
IL-21, IL-5, IL-33 e IL-8, por CEPN de pacientes con EREA y células epiteliales nasales de

pacientes sin patologia inflamatoria nasosinusal.

Estudiar las caracteristicas microbioldgicas de las cepas de S. aureus aisladas en
pacientes con EREA, como sensibilidad antibidtica y diversidad gendmica (PFGE), y

diversidad genética de la proteina A (SpA).

Determinar si existe asociacién entre la liberacidon de citoquinas en CEPN de pacientes

con EREA estimuladas con SpA, y parametros fisiopatoldgicos y microbiolégicos.
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Material y métodos

1. CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO
1.1. Descripcidon y ambito de aplicaciéon

El estudio realizado es de caracter observacional, longitudinal, retrospectivo. Se
desarrollé entre febrero de 2017 y diciembre de 2020. La seleccién de los pacientes, recogida
de datos clinicos y los procedimientos asociados a la toma y procesamiento de las muestras, se

realizaron durante el periodo anteriormente indicado.

El reclutamiento de pacientes se realizé en las Consultas Externas de los Servicios de
Otorrinolaringologia de dos hospitales de tercer nivel de la Comunidad Valenciana: i) Consorcio
Hospital General Universitario de Valencia (CHGUV), perteneciente al Departamento de Salud
numero 9, con 503 camas y responsable de la atencidn sanitaria de 364.017 habitantes (253); ii)
Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia (HUP La Fe), hospital de referencia para
toda la Comunidad Valenciana, perteneciente al Departamento de Salud nimero 7, con 1.000

camas y cuya actividad asistencial se extiende a una poblacién de 300.000 habitantes (254).

1.2. Pacientes

Aleatoriamente, los pacientes atendidos en ambos centros fueron invitados a participar
en el estudio tras comprobar cumplimiento y ausencia de criterios de inclusién y exclusion,
respectivamente (Tabla 6). Los pacientes incluidos se dividieron en dos grupos, grupo de estudio
y grupo control. Teniendo en cuenta la prevalencia de EREA en nuestro entorno, se considerd
un tamafo muestral minimo de 50-70 pacientes incluyendo ambos grupos, con un ratio 3:1

(grupo estudio vs grupo control).

a. Grupo de estudio: se incluyeron pacientes mayores de 18 afios con diagndstico previo
de enfermedad respiratoria exacerbada por AINEs (ASA triada o EREA), caracterizada
por la presencia de RSCcPN, asma e intolerancia a la aspirina u otros AINEs. La
presencia de RSCcPN se determind en base a los criterios recogidos en el documento
de consenso EPOS 2012 (122). El diagndstico de asma y la hipersensibilidad a AINEs
estuvieron documentadas en la historia clinica, en este Ultimo caso, tras una reaccién
a uno o mas AINEs de diferentes grupos quimicos, y/o una prueba de provocacion con

AAS. En total se incluyeron 56 pacientes en el estudio.
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b. Grupo control: se incluyeron pacientes mayores de 18 afios diagnosticados de
dismorfia del septum nasal con indicacién quirdrgica de septoplastia, sin patologia

inflamatoria nasosinusal. En total se incluyeron 20 pacientes.

Tabla 6. Criterios de inclusidn y exclusion de los pacientes incluidos en el grupo de estudio.

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION
> 18 afios < 18 afios
Diagndstico previo de RSCcPN y asma Enfermedad otorrinolaringoldgica

inflamatoria distinta a RSCcPN, ya sea
tumoral o autoinmune

Episodio de intolerancia a AINEs Proceso infeccioso agudo (bacteriano,
confirmado clinicamente fungico o virico) en los ultimos tres
meses con afectacién rinosinusal.

Pacientes candidatos a CENS y/o con Tratamiento antibidtico en los ultimos
polipos de tamano suficiente para tres meses
tomar muestras bidpsicas

Intervencién quirdrgica por patologia
otorrinolaringoldgica en el dltimo afio

1.3. Aspectos éticos

El estudio fue aprobado en enero-febrero de 2017 por los Comités de Etica (Anexo 2) e
Investigacion (Anexo 3) del CHGUV. La inclusidn de pacientes visitados en el HUP La Fe fue
autorizada en 2018. El consentimiento informado fue entregado a todos los pacientes, cuya

firma y aceptacion fue requerimiento imprescindible para su participacion en el estudio

El tratamiento de los datos clinicos y demograficos de los pacientes se realizd de acuerdo
con el REGLAMENTO (UE) 2016/679 DEL PARLAMENTO EUROPEQ Y DEL CONSEJO de 27 de abril
de 2016, relativo a la proteccion de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de
datos personales y a la libre circulacién de estos datos, asi como con la Ley Orgénica 3/2018 de
5 de diciembre, relativa a la proteccion de datos personales y garantia de los derechos digitales.
La informacion tomada de la Historia Clinica Electrdnica, excluyendo los datos personales, se

recogié en una base de datos codificada exclusiva para el estudio.
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2. DISENO DEL ESTUDIO
2.1. Planificacion del proyecto

Para el desarrollo de la investigacion propuesta y consecucion de los objetivos planteados

se llevd a cabo el esquema de trabajo detallado en la Figura 17.

i o
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ASA TRIADA PACIENTES SANOS
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CITOQUINAS CON LUMNEX®

Creado con BioRender
(https://biorender.com

Figura 17. Esquema de trabajo del proyecto.

Los pacientes incluidos en el estudio se dividieron en dos grupos:

a. Grupo de estudio o EREA: se tomaron muestras de pdlipo nasal, que se emplearon
para los estudios de estimulacién celular in vitro con proteinas de S. aureus (o-
hemolisina y SpA), y muestras de exudado nasal para el cultivo bacterioldgico,

deteccidn y aislamiento de S. aureus.

b.  Grupo control: se extrajo una biopsia de la mucosa nasal del cornete medio, que se

utilizé para los estudios de estimulacidn celular in vitro con proteinas de S. aureus.
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Los procedimientos incluidos en el esquema de trabajo se realizaron siguiendo un plan de
actividades durante un periodo de cuatro afios, desde 2017 hasta 2020 (Figura 18). El plan
propuesto se dividid en cuatro actividades principales: i) Reclutamiento de pacientes vy
obtencién de muestras; ii) Estimulacion celular in vitro. Medida de citoquinas; iii) Estudio de las

cepas de S. aureus; iv) Analisis estadistico.

Desarrollo del proyecto

2017 2018 2019 2020

Reclutamiento de pacientes y obtencion de muestras

Cultivo celular primario

Cultivo bacteriologico, identificacion y antibiograma.
Conservacion de las cepas de S. aureus aisladas

Elaboracion de la base de datos

Estimulacion celular /n vitro. Medida de citoquinas

a-hemolisina y SpA en células de linea BEAS 2B y células
epiteliales nasales de pacientes con EREA

SpA en células epiteliales de pacientes con EREA y
pacientes sanos

Medida de citoquinas con Luminex

Estudio de las cepas de S. aureus

Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

Extraccion de DNA y spa typing

Andlisis estadistico

Creado con BioRender (https://biorender.com/)

Figura 18. Plan de actividades para el desarrollo de los procedimientos incluidos en el esquema de trabajo.

2.2. Variables analizadas

Los datos clinicos y demogréficos de los pacientes incluidos fueron aportados por los
Servicios de Otorrinolaringologia del CHGUV y del HUP La Fe, y/o tomados de la historia clinica
electrdnica. La informacién necesaria para la investigacidén propuesta se registrd en una base de

datos codificada, exclusiva para el estudio. Las variables analizadas se enumeran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Variables clinicas y demograficas de los pacientes incluidos en el grupo de estudio.

TIPOS DE VARIABLES VARIABLES DESCRIPCION

Edad Numérica

DEMOGRAFICAS

Sexo Cualitativa

Tabéquico?
HABITOS TOXICOS Endlico Cualitativas
UDVP

EPOC
Alergia
Inmunosupresion
DM
COMORBILIDADES? HTA Cualitativas
Enfermedad CV
IRC
Hepatopatia crdnica
Cancer

PARAMETROS FISIOPATOLOGICOS  Grado eosinofilia Cuantitativa

Sintomas
MANIFESTACIONES

P Signos Cualitativas
CLINICAS*

Grado poliposis

Corticoides
Antibidticos Cualitativas
Otros

TRATAMIENTO
FARMACOLOGICO PREVIO

CIRUGIA ENDOSCOPICA Episodios de CENS previos Numérica

UDPV, usuario de drogas por via parenteral; EPOC, enfermedad pulmonar obstructiva crénica; DM, diabetes mellitus;
HTA, hipertension arterial; CV, cardiovascular; IRC, insuficiencia renal crénica; CENS, cirugia endoscdpica nasosinusal.

1) HABITO TABAQUICO: Definiciones de fumador y exfumador tomadas del Manual Nacional de Abordaje del
Tabaquismo de la OMS (255).

2 COMORBILIDADES: Alergia (reaccién de hipersensibilidad mediada por IgE frente a alimentos, polen, farmacos...);
Inmunosupresion (afectacion del sistema inmunoldgico, excepto neoplasia y terapia corticoidea); DM
(hiperglucemia mantenida o glucemia en ayunas >126 mg/dL); HTA (elevacidn persistente de la presidn arterial,
PD>140 ml/Hg y/o PS >90ml/Hg); Enfermedad CV (insuficiencia cardiaca, cardiopatia o valvulopatia); IRC
(documentada en la Historia Clinica Electrénica y/o alteracidn de parametros analiticos como urea y/o creatinina).

3 PARAMETROS FISIOPATOLOGICOS: Eosinofilia (expresado como n¢ eosindfilos/HPF).

4 MANIFESTACIONES CLINICAS: Sintomas (duracién e intensidad de los sintomas compatibles con PN en base a las
Guias de Consenso (122,256)); Signos (presencia de pélipos y tamafio, y ocupacion del espacio nasosinusal, datos
tomados de la endoscopia o TC); Grado de poliposis: se utilizaron las escalas de Lildholdt y cols (tabla 2) y Lund y
Makay (tabla 3).
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3. METODOS

3.1. Obtencidon de muestras

a. Grupo de estudio (EREA o ASA triada): se recogieron, en el orden indicado, muestras

de exudado y pdlipo nasal (Tabla 8). Las muestras de exudado nasal se tomaron

directamente, sin la adicidn previa de ningun tipo de sustancia quimica que pudiera

inhibir el crecimiento microbiano. Para ello, se empled una torunda de algoddn con

medio de transporte impregnada en solucién salina estéril, la cual se introdujo en una

fosa nasal y después en la contralateral, realizando movimientos rotatorios. Las

muestras bidpsicas de pdélipos nasales se obtuvieron mediante vision endoscépica.

b.  Grupo control (pacientes sanos): se tomaron biopsias de la mucosa del cornete medio

al inicio de la septoplastia (Tabla 8).

Tabla 8. Transporte y conservacion de las muestras utilizadas en el estudio.

Transporte -
Muestra Envase . Utilidad
Conservacién
Cultivo células epiteliales
- Recipiente estéril <2 h; 2-8°C nasosinusales.
Pélipo nasal . o,
con SF <12 h; 2-8°C Estimulacion celular con
Grupo de
estudio proteinas de S. aureus
EREA
Torunda con medio <2 h; TA Cultivo bacterioldgico.
Exudado nasal R . .
de transporte <24 h; 2-8°C Aislamiento S. aureus
Grupo control . . - 5
. Biopsia mucosa  Recipiente estéril <2 h; 2-8°C . -
Pacientes . . Idem pdlipo nasal
cornete medio con SF <12 h; 2-8°C
sanos

En el transporte y conservacion de las muestras se hace referencia al tiempo (horas) y la temperatura recomendados

hasta su procesamiento. SF, suero fisiolégico; TA, temperatura ambiente

3.2. Modelo de estimulacion celular in vitro con proteinas de S. aureus

3.2.1. Cultivo de la linea celular inmortalizada BEAS-2B

La linea celular inmortalizada no tumoral de epitelio bronquial humano BEAS-2B (257),

fue adquirida de la ‘European Collection of Authenticated Cell Cultures General Collection’

(ECACC95102433) para la realizacidn de los experimentos. Se utilizé Unicamente en la fase inicial
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del estudio, con el objetivo de seleccionar las condiciones mas favorables para los experimentos

de estimulacidn celular in vitro posteriores.

Las células fueron cultivadas en frascos colagenizados de 25 cm? (10pug/cm? colédgeno tipo
I) con medio de crecimiento para epitelio bronquial (BEGM™, compuesto de medio basal para
epitelio bronquial (BEBM) suplementado con extracto de pituitaria bovina 52 pg/mL,
hidrocortisona 0.5 pg/mL, factor de crecimiento epidérmico humano recombinante (EGF) 25
ng/mL, epinefrina 0.5 pug/mL, transferrina 10pg/mL, insulina 5 pug/mL, acido retinoico 50 nM,
triiodo-Ltironina 6.5 ng/mL, Gentamicina 40 ug/mL, Anfotericina B 50 ng/mL y albumina sérica
bovina 1.5 pg/mL). Se incubaron a 379C, con 5% CO, en atmdsfera humidificada. El medio fue
reemplazado cada 48 horas vy, tras alcanzar una confluencia del 70% aproximadamente, se
realizé un subcultivo en placas de 24 pocillos para el experimento de estimulacién in vitro. La
viabilidad celular, superior al 98%, se determind por analisis de exclusidon con Azul de Tripano

empleando el contador celular automatico Countness® (life technologies) (Figura 19).
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Figura 19. Cultivo de la linea celular inmortalizada BEAS-2B.
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3.2.2. Cultivo celular primario de células epiteliales nasosinusales

El cultivo celular primario se realizé a partir de las muestras de pdlipos nasales (grupo de

estudio) y de las biopsias de la mucosa del cornete medio (grupo control).

Ambas muestras, embebidas en SF estéril, se fraccionaron en porciones de 5x5 mm
aproximadamente y se depositaron en placas de 6 pocillos colagenizadas, cubriéndose con
medio BEGM™. Los fragmentos de PN se orientaron con la capa epitelial en contacto con la

placa de cultivo y se incubaron a 372C, con 5% CO; en atmdsfera humidificada.

El mantenimiento de los cultivos celulares se realizd cada 48 horas. Tras observar el
estado del cultivo con un microscopio dptico (presencia/ausencia de células y contaminacion
microbiana, morfologia celular y confluencia de las células), se realizé el cambio de medio
lavando previamente con DPBS (tampdn fosfato salino). Cuando la confluencia fue cercana al
100% y las células se disponian formando una monocapa, fueron subcultivadas en frascos de 25
cm? colagenizados (pase 1). Esta etapa se repitid sucesivamente hasta obtener la cantidad de
células necesarias para los experimentos de estimulacion. Finalmente, en el ultimo subcultivo
(pase 3-6), las células se depositaron en placas colagenizadas de 24 pocillos para la estimulacion
con proteinas de S. aureus (Figura 20). Las células epiteliales nasosinusales en monocapa fueron
identificadas por criterios morfoldgicos. La viabilidad celular se determind por andlisis de
exclusién con Azul de Tripano empleando el contador celular automatico Countness® (life
technologies). Los experimentos de estimulacidn celular se realizaron asegurando una viabilidad

celular >298%.

3.2.3. Estimulacién de células epiteliales con proteinas de S. aureus

Con el objetivo de determinar la influencia de S. aureus en la liberacidn de citoquinas por
parte de las células epiteliales nasosinusales, se llevaron a cabo estudios de estimulacion celular

in vitro en dos fases sucesivas, descritas a continuacion.

a) FASE |: estimulacion de células de linea BEAS-2B y células epiteliales

nasosinusales de pacientes con EREA con a-hemolisina y SpA

Las células epiteliales de linea BEAS-2B y las células epiteliales de pdlipos nasales (CEPN) de
pacientes con EREA (grupo de estudio), se cultivaron en placas colagenizadas de 24 pocillos a
una concentracién de 2 x 108células/ml con medio BEBM. Tras 24 horas de incubacion, se llevd

a cabo el protocolo de estimulacién in vitro siguiendo las etapas mostradas en la Figura 21. Las
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células fueron estimuladas con a-hemolisina (1 pg/ml) y SpA (1 pg/ml), durante diferentes
tiempos (2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas). Por cada tiempo se afiadié un control negativo de células

epiteliales sin estimulo, conteniendo Unicamente BEBM.
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Figura 20. Etapas del cultivo celular primario de células epiteliales nasosinusales.

85



Material y métodos

Diluir a 2x106células/ml e inocular Preparar las diluciones de las Eliminar el medio y afadir
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j
-y
RN P

—

Células epiteliales* : ahl SpA
1pg/ml  1pg/ml

Placa de estimulaciéon**

Incubacién

I 37°c; 5% co2

Transcurrido el tiempo de incubacion correspondiente, recoger el
sobrenadante del cultuvo celular. Conservar a -80°C hasta la
medida de citoquinas
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Figura 21. Fase | de los experimentos de estimulacidn celular in vitro con proteinas de S. aureus.

*Células de linea BEAS-2B (n= 3) y células epiteliales de pdlipos nasales de pacientes con EREA, CEPN (n= 3). **Cada
determinacion se realizé por duplicado. ahl, a-hemolisina; SpA, proteina A de S. aureus; CN, control negativo.

b) FASE II: estimulacion de células epiteliales nasosinusales con SpA

La finalidad de este ensayo fue determinar la influencia de SpA en la liberacién de
citoquinas por parte de las células epiteliales de pdlipos nasales de pacientes con EREA. Como
grupo control se emplearon células epiteliales obtenidas de biopsias de la mucosa del cornete

medio de pacientes sanos sin patologia nasosinusal.

Las células epiteliales en pase 3 fueron transferidas a placas colagenizadas de 24 pocillos
a una concentracién de 2x10°células/ml con medio BEBM. Tras 24 horas de incubacidn, se llevd
a cabo el protocolo de estimulacidn in vitro siguiendo las etapas mostradas en la Figura 22. Las
células fueron estimuladas con SpA (1 ug/ml), durante diferentes tiempos (2, 6 y 12 horas). Por
cada tiempo se afiadid un control negativo de células epiteliales sin estimulo, conteniendo

Unicamente BEBM.
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Diluir a 2x106células/ml e inocular Preparar las diluciones del Eliminar el medio y afadir
en cada pocillo. Incubar hasta estimulo con BEBM (proteina 300pl/pocillo de la diluciéon en
obtener la confluencia deseada comercial S, aureus) los pocillos correspondientes
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Figura 22. Fase Il de los experimentos de estimulacion celular in vitro con proteinas de S. aureus.

*Células epiteliales de podlipos nasales de pacientes con EREA (n= 14) y células epiteliales obtenidas de biopsias de
la mucosa del cornete medio de pacientes incluidos en el grupo control (n= 6). SpA, proteina A de S. aureus; CN,
control negativo.

3.2.4. Medida de citocinas con Luminex® xMAP®

La técnica de inmunoensayo Luminex® xMAP® (multi-analyte profiling) permite analizar
diferentes citoquinas simultdneamente empleando una pequefia cantidad del sobrenadante de
cultivo celular (50 pl). Para ello, se utilizan microparticulas o microesferas magnéticas tefiidas
con una mezcla de dos fluorocromos, rojo e infrarrojo, a diferentes concentraciones. Se
obtienen asi hasta 100 microesferas distintas, cada una de las cuales puede conjugarse con un

analito especifico (Figura 23).

El método de deteccidn de los analitos se fundamenta en la técnica de inmunoensayo tipo

sandwich, diferenciandose tres etapas descritas a continuacion y representadas en la Figura 24:

1. La muestra se afiade a cada uno de los pocillos con las microesferas, previamente
recubiertas con anticuerpos de captura especificos de los analitos. En presencia de los

analitos, se produce la unién con el Ac especifico.
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2. Adicion de un segundo Ac biotinilado, que se unirad al complejo Ac-analito. Adicién de
estreptavidina conjugada con ficoeritrina que permite la deteccion del complejo Ac-

analito-Ac biotinilado.

3. Lalecturade la reaccion se realiza en un instrumento de deteccién de laser dual. El laser
rojo permite clasificar la microesfera y determinar qué analito se esta detectando,
mientras que el laser verde, permite cuantificar la magnitud de la sefial derivada de

ficoeritrina, la cual es directamente proporcional a la cantidad de analito unido.

6.5 microns

Bead set 26
-4 .l

The bead is

impregnated
with the dye
mixture

Bead set 21

Figura 23. Tecnologia Luminex® xMAP® basada en microesferas magnéticas tefiidas con una
mezcla de dos fluorocromos, rojo e infrarrojo.

Para la realizacidn de este trabajo se emplearon los reactivos Milliplex de Millipore para
citoquinas de alta sensibilidad (Tabla 9), asi como el equipo Luminex 200® basado en citometria
de flujo. El procedimiento experimental se realizd en un centro externo perteneciente a Rafer
SL (Zaragoza, Espafia). Las muestras congeladas a -802C fueron enviadas en hielo seco,

manteniendo las condiciones dptimas para el anélisis.

La medida de las citoquinas tras los ensayos de estimulacion celular, se realizaron
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los estandares y controles se analizaron por
duplicado al igual que las muestras (sobrenadante de cultivo celular), calculdandose la
concentracién como el valor medio entre ambas determinaciones. Para el background, recta de
calibracion y controles se empled el medio BEBM suplementado, siendo la composicién idéntica
a la empleada en los cultivos celulares. El analisis de los resultados se realizé con el software

Luminex® xPonent® para Luminex 200® (xPonent 4.2).
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Figura 24. Fundamento de la tecnologia Luminex® xMAP®.

Ac, anticuerpo; FE, ficoeritrina.

Tabla 9. Especificaciones de los paneles Milliplex Millipore para las citoquinas estudiadas.

CMD CMD + 2DS cv cv
PANEL
(pg/ml)  (pg/ml) interensayo intraensayo
IL-5 0,12 0,22 <5% <20%
IL-8 0,13 0,25 <5% <15%
IL-10 0,56 0,93 <5% <20%
A IL-13 0,23 0,34 <5% <20%
IL-21 0,14 0,20 <5% <15%
IL-17A 0,33 0,52 <5% <20%
IFN-y 0,48 0,94 <5% <20%
10,9 5% 11%

Panel A. Kit Human Magnetic High Sensitivy T Cell Panel Multiplex Assay (7 Plex); Panel B. Kit Map Human Th17
Magnetic (1 Plex). CMD, concentraciéon minima detectada; DS, desviacidn estandar; CV, coeficiente de variacion.
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3.3. Estudio microbiolégico
3.3.1. Estudio microbiolégico convencional
a) Cultivo bacterioldgico

Las muestras de exudado nasal de los pacientes con EREA se utilizaron para el cultivo
bacterioldgico convencional. Para ello, la muestra se sembré en un medio de cultivo sélido no
selectivo y en un medio liquido de enriquecimiento, Agar Triptona Soja (TSA) con sangre de
carnero y Brain Heart Infusion (BHI), respectivamente. Tras 24-48 horas de incubacién a 372C en
5% CO,, se procedid a la lectura de los cultivos. En ausencia de crecimiento a las 24 horas, se
realizé una resiembra de BHIl a TSA, el cual se incubo durante 24 horas en las mismas condiciones
de temperatura y CO,. En presencia de crecimiento, se procedié a la identificacién de los
microorganismos aislados, asi como al estudio de sensibilidad de las cepas de S. aureus, las
cuales fueron conservadas a -20°C en crioperlas especificas para cepas bacterianas, con el

propésito de realizar estudios posteriores.

b) Identificacion de los microorganismos mediante espectrometria de masas MALDI-

TOF (matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight).

La espectrometria de masas MALDI-TOF, actualmente utilizada en la mayoria de los
Servicios de Microbiologia, destaca por su rapidez (minutos), sencillez y fiabilidad en la
identificacion de los microorganismos. El procedimiento y fundamento de la técnica se
describen en la Figura 25. Los resultados proporcionados por MALDI-TOF (Bruker Daltonics®) se
obtienen tras la comparacién de espectros de proteinas, concretamente el adquirido tras la
ionizacion suave de las muestras con un laser de nitrogeno (337 nm) y los espectros especificos
de cada una de las especies almacenados en una base de datos de referencia, Maldi BioTyper®
MicroFlex LT Bruker BD. En funcién del grado de concordancia de los espectros, se obtiene una
relacidon de identificaciones a nivel de género y especie del microorganismo a estudio, con un
porcentaje de probabilidad o score. El procedimiento e interpretacidén de resultados se realizd

siguiendo las recomendaciones indicadas por el fabricante.
c) Estudio de sensibilidad antibidtica de S. aureus

Para el estudio de sensibilidad se empled el sistema automatizado Microscan Walkaway
(Beckman Coulter®). Se utilizaron los paneles especificos para bacterias grampositivas, Pos
Combo Type 31 panel. Son microplacas de 96 pocillos en las que, de forma simultanea, se realiza

la identificacion bacteriana mediante pruebas fenotipicas y el estudio de sensibilidad antibiotica

90



Material y métodos

por microdilucidn en caldo, obteniéndose la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para cada
uno de los antibidticos estudiados. El procedimiento para la preparacion de la suspension
bacteriana y su posterior inoculacién en los paneles se realizé siguiendo las recomendaciones

del fabricante.

Las CMls de cada antibidtico se interpretaron siguiendo las guias internacionales Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI) (258), las cuales permiten obtener una interpretacion
categérica de cada uno de los antibidticos estudiados como sensible, intermedio o resistente.
Para comprobar valores de CMls obtenidos por microdilucidon se emplearon tiras de gradiente
de concentracién. La sensibilidad a penicilina, cefoxitina y oxacilina también se determind por

disco-difusion, asi como el fenotipo de resistencia a macrdlidos (eritromicina y clindamicina).
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Figura 25. Identificacidon bacteriana mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (Bruker Daltonics®) a
partir de colonias aisladas. Procedimiento y fundamento de la técnica.

A) la colonia bacteriana objeto de estudio se deposita de forma homogénea en uno de los pocillos de la placa metalica. Se
deja secar y se recubre con 1 uL de la matriz organica. B) Una vez seca, la placa se introduce en la celda de ionizacién del
espectrometro de masas. C) Al incidir el laser, se produce la desorcion e ionizacién de la muestra gracias a la presencia de
la matriz organica. Los iones generados se aceleran mediante la aplicacién de un campo eléctrico y pasan por un analizador
que los separa en funcién del ratio masa/carga (m/z). Este ratio determina el tiempo que tarda un ion en alcanzar el
detector (tiempo de vuelo o time of flight, TOF). Finalmente, los iones impactan con el detector que recoge toda la
informacidn necesaria para elaborar el espectro correspondiente.

3.3.2. Deteccion de S. aureus por PCR Real-Time

Se realizé en muestras de exudado nasal de pacientes con EREA, empleando el sistema de
diagnéstico molecular BDMAX™ (Becton Dickinson®), el cual permite integrar y automatizar
todos los procesos de reaccion (lisis celular, extraccidon de acidos nucleicos y amplificacion, y

deteccién del producto amplificado mediante el uso de sondas).
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Para este estudio se utilizd el kit comercial BD MAX™ StaphSR, prueba diagndstica
cualitativa para la deteccidon sobre muestra directa y en la misma reaccidn, de S. aureus y de S.
aureus resistente a meticilina. La diferenciacidn es posible por la deteccién de los genes mecAy
mecC, responsables de la resistencia. La prueba también incluye la deteccién de la region de
union del casete SSCmec, asi como un control interno incluido en el tubo de extraccién. La
descripcidn de los reactivos necesarios, incluidos los suministrados por el fabricante en el Kit BD
MAX™ StaphSR, se muestra en la Tabla 10. Todos los procedimientos se realizaron siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Tabla 10. Reactivos requeridos para la realizacion de la técnica de PCR Real-Time en la plataforma de
diagnéstico molecular BDMAX™,

Reactivo Descripcion

Mix de PCR con polimerasa, nucledtidos, sondas y

BD MAX™ StaphSR Master Mix o
cebadores especificos

. Tira de reactivos y puntas de pipeta desechables para
BD MAX™ StaphSR Reagent Strip

Kit BD MAX™ el procesamiento de muestras y extraccion del ADN
StaphSR BD MAX™ StaphSR Extraction Reactivo de extraccion de ADN con bolas magnéticas
Tube y control interno

BD MAX™ StaphSR Sample Buffer Tampdn en el que se inoculan las muestras y tapones

Tube (with 25 septum caps) perforables
No . Soporte donde se realizan las reacciones de
BD MAX™ PCR Cartridges s L
suministrado amplificacién y deteccion

3.3.3. Tipado molecular de S. aureus
a) Electroforesis de Campo Pulsado

La Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE) constituye uno de los métodos de tipado
molecular mas cominmente empleados a lo largo de los afios, principalmente asociado al
estudio de brotes hospitalarios. Las principales desventajas radican en su alta exigencia técnica,
el tiempo requerido y la limitada comparacidn entre los diferentes estudios al no disponer de

un protocolo y nomenclatura comunes.

La PFGE se basa en la generacién de fragmentos de restricciéon de gran tamano, al digerir

el ADN de una bacteria con enzimas endonucleasas de baja frecuencia de corte. Los patrones
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obtenidos para las distintas cepas pueden ser comparados, pudiendo establecerse las relaciones
genéticas entre ellas. Esta técnica fue aplicada por primera vez en S. aureus en el afio 1995 por
Bannerman et al (259). La enzima mas comUnmente utilizada para la digestion del ADN
cromosomico de S. aureus es Smal. Sin embargo, el hallazgo de una variante genética no tipable
por PFGE, pero si por MLST (multilocus sequence typing), perteneciente a la secuencia tipo
ST398, ha dado lugar al estudio de otras enzimas como Xmal, Apal, BstZl, Sacll o Cfr91 (260-262).
El hecho de que estas cepas sean no tipables por PFGE se debe a una metilacién en las bases

adenina y citosina que impide el corte por el enzima Smal (260).

Para la realizacion de la técnica se siguid el protocolo descrito por Murchan et al (263) con

algunas modificaciones (Figura 26):
ETAPA 1: Preparacion de los bloques de agarosa

i. Lavado celular: partiendo de un cultivo puro en placas de agar sangre (18-24 horas de
incubacién), se recogieron con asa de siembra aproximadamente 20 colonias de S.
aureus y se disolvieron en 1 mL de tampdn TEN (Tris-HCl 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM
(pH 8,0), NaCl 0,1M). Se agitdé en vortex y se centrifugd a 13.000 rpm durante 10

minutos. Tras decantar, se resuspendio el sedimento en 1 mL de TEN.

ii. Ajuste de la concentracidn celular de S. aureus: se prepard una suspension bacteriana

a una concentracién 2,8-3,0 McFarland. Las cantidades aproximadas fueron 2 mL de TEN

y 600 pL de la suspensidon bacteriana de partida.

iii. Realizacidn de los bloques: se transfirio 1 mL de la suspension bacteriana ajustada a un

tubo Eppendorf®, que se centrifugd a 13.000 rpm 10 minutos. Tras desechar el
sobrenadante, el sedimento se resuspendié con 300 pL de TEN y se mezclé con 300 pL
de agarosa liquida. La mezcla se dispersé en los moldes adecuados y se dejo a
temperatura ambiente durante 10-15 minutos hasta su completa solidificacion. Los
bloques fueron transferidos a tubos cdnicos de 50 mL, conteniendo 3 mL de TEN, y

conservados a 4°C hasta continuar con el procedimiento.
ETAPA 2: Extraccién del ADN bacteriano

i. Solucién de lisis: se retiré el tampdn TEN de los tubos conteniendo los bloques y se

afiadieron 3 mL de la solucidn de lisis (Tris-HCl 6 mM (pH 7,0), EDTA 100 mM, NaCl 1 M,

Brij (éter polioxietilen) 0,5%, Na* desoxicolato 0,2%), 30 uL de lisozima (100 mg/mL) y
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150 pL de lisostafina (Img/mL). Los tubos fueron incubados en bafio termostatizado a

37 °C durante toda la noche.

Solucidn de protedlisis: se retird la solucidon de lisis de cada uno de los tubos y se

afiadieron 1 mL de la solucién de protedlisis (EDTA 0,25 M, sarcosyl (N-Lauril sarcosina)
1%) y 300 uL de proteinasa K (10 mg/mL). Los tubos se incubaron en bafio

termostatizado a 50 °C durante toda la noche.

ETAPA 3: Lavados y digestion enzimatica del ADN bacteriano

Lavados del ADN bacteriano: se elimind la solucidon de protedlisis y se realizaron 4

lavados con 3 mL de tampdn TE (Tris-HCI 1 M, EDTA 0,5 M). Los tubos se incubaron en
estufa a 37 °C durante 45-60 minutos en el primer lavado, a temperatura ambiente
durante 45-60 minutos en el segundo, y a temperatura ambiente durante 30-45 minutos
en el tercero y en el cuarto. Tras el cuarto lavado, el tampdn TE fue reemplazado por

otros 3 mL de TE, permitiendo conservar los bloques a 4 °C hasta su utilizacion.

Digestidn enzimatica del ADN bacteriano: cada bloque se cortd por el extremo curvo,

aproximadamente 1/3 de su tamafio, y se introdujo en un tubo Eppendorf® con 150 pL
de tampdn Tango 1X. Los tubos se incubaron a temperatura ambiente durante 30
minutos. A continuacion, se retiré el tampon y se afiadieron otros 150 pL de tampodn
Tango 1Xy 30 Ul de la enzima Smal (lo que equivale a 3 pL). Los tubos se incubaron toda

la noche a 30 °C en el termobloque.

ETAPA 4: Electroforesis

Preparacion del gel de agarosa y adicién de los bloques digeridos: se prepard un gel de

agarosa al 1% en tampdn TBE 0,5X (TBE 10X: Tris-HCI 890 mM (pH 8,3), EDTA 20 mM
(pH 8,0), acido bérico 890 mM). La mezcla se dejé enfriar sobre la cubeta de
electroforesis, la cual habia sido previamente sellada y contenia el peine para el
marcado de los carriles en el gel. Una vez solidificado, se retird el peine y los bloques
digeridos se colocaron en los carriles correspondientes, dejando la primera y la ultima
posicién libres para adicionar dos marcadores de peso molecular. Finalmente, los
carriles se sellaron con agarosa al 0,8% en tampon TBE 0,5X. Se dejo enfriar hasta la
solidificacion.

Electroforesis en el instrumento CHEF-DR® Il System (BioRad): el gel se depositd en la

camara de electroforesis del equipo y se recubrié con aproximadamente 2 L de tampdn
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TBE 0,5X. Las condiciones utilizadas fueron las siguientes: voltaje 6 V/cm con pulsos de

5a 15 segundos, a una temperatura de 12 °C durante 10 horas.

ETAPA 5: Tincion del gel y visualizacion. Analisis de los resultados

Tincién y visualizacién: el gel se tifid por inmersion, introduciéndolo en una solucion

acuosa de bromuro de etidio (10 pL de bromuro de etidio en 200 mL de agua destilada)
durante 20 minutos en agitacién. Después se visualizé con luz ultravioleta y, en funcién
del resultado obtenido, se introdujo en agua destilada durante 20-30 minutos para

reducir el grado de tincion.

Anadlisis de los patrones de PFGE: una vez obtenidos los perfiles electroforéticos de cada

cepa, éstos fueron comparados e interpretados de forma visual y con el software PyElph
versiéon 1.3 (264). La similitud entre las bandas fue analizada empleando el coeficiente
de Dice [(nimero de bandas comunes entre dos muestras x 2 x 100) / (total nimero de
fragmentos en las dos muestras)]. Los dendrogramas se construyeron con el método de
agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means). Para
clasificar los distintos patrones electroforéticos en grupos se siguieron los criterios de
Tenover et al (265); se asignd una letra mayuscula a cada patrén de PFGE diferente
(PFGE grupo) y numeros a los distintos subtipos dentro de un mismo patrén (PFGE tipo).
Por subtipo se considerd aquellos patrones con tres o menos bandas de diferencia. El
coeficiente de similitud se fijé en el 80% segun las recomendaciones de Struelens et al
(266). Para la comparacion de bandas, solo se analizaron fragmentos delimitados por

los marcadores de peso molecular.

b) Tipado de la region polimérfica del gen spa

La técnica “spa-typing” fue desarrollada en 1996 por Frenay et al (267). Se basa en la

amplificacion y posterior secuenciacion de una regién polimdrfica del gen spa, que codifica la

proteina A de S. aureus. Este gen sufre adiciones y/o pérdidas de los fragmentos repetidos, asi

como mutaciones espontaneas en estas regiones. De esta forma, analizando el niumero de

repeticiones y su variabilidad se pueden asignar distintos tipos, o lo que se denomina “spa-

types” (268).

Las cepas de S. aureus de pacientes con EREA se caracterizaron genéticamente segun su

tipo de spa. Previamente, se realizd la extraccion del ADN bacteriano utilizando el sistema
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automatizado MagNA Pure 24 (Roche). El procedimiento se realizé por duplicado, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Posteriormente, se llevd a cabo la amplificacion de la regidn
polimadrfica X del gen spa por PCR, con los primers 1095F (5’-AGACGATCCTTCGGTGAGC-3’) y
1517R (5’-GCTTTTGCAATGTCATTTACTG-3’) (269). El fragmento amplificado fue secuenciado por
el método Sanger en el instrumento ABI 3500 (Applied Biosystems™). Finalmente, se realizé el
andlisis de las secuencias para la obtencién de los spa-types en la plataforma web

http://www.spaserver.ridom.de/  desarrollada por  Ridom GmbHYy  SeqNet.org

(http://www.SeqNet.org/) (268).

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3
Preparacion de los blogues Extraccion del ADN Lavados y digestidn
de agarosa bacteriano enzimatica del ADN bacteriano
Solucion de Isls Lawaas xd
y — . el
1 ] = Subacicn de proteshsis = Digesikin con S -
— » —
. L ) ‘J,‘ = o -
i L K Bloguss dé | Boquesde | Blequesda | Bloques |
agamsa T P g L] o BQET0EE
ETAPA 5 ETAPA 4
Tincion y visualizacion del gel Electroforesis en CHEF-DR Ill System (Biorad)

Analisis de los patrones de PFGE

[p——

Creado con BioRender (https://biorender.com/)

Figura 26. Etapas del proceso de electroforesis de campo pulsado (PFGE).

Para preparar la suspensién bacteriana se partié de un cultivo puro de S. aureus en agar sangre incubado 18-24 horas (ETAPA
1). Tras adicionar la solucién de lisis los tubos se incubaron overnight a 37°C. Tras adicionar la solucion de protedlisis los
tubos se incubaron overnight a 50°C (ETAPA 2). Para digerir el DNA cromosémico de S. aureus se empled la enzima Smal
(ETAPA 3). La tincidn del gel se realizdé por inmersién en una solucidn acuosa de bromuro de etidio (ETAPA 5). Todos los
reactivos empleados, asi como su composicién, se describen en el texto.
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3.4. Analisis estadistico

Para el andlisis de la poblacion estudiada se calcularon media, mediana, desviacién
estandar e IQR. Los resultados de las variables cualitativas se expresaron en nimeros absolutos

(n) y porcentajes (%).

Los experimentos de estimulacién celular, asi como la cuantificacién de citoquinas
mediante Luminex®, se realizaron por duplicado. La concentracién de cada uno de los analitos
en las muestras se expresé como la media aritmética + desviacion estandar (s). Para comparar
los resultados entre grupos (EREA vs CONTROL) se usé la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney, mientras que, para comparar los valores obtenidos dentro de un mismo grupo, se
empled la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon. Finalmente, para los estudios de
asociacion se utilizé el método de correlacidon de rangos de Spearman. Los valores de P <0,05 se
consideraron estadisticamente significativos. Para el analisis de los resultados se utilizé el

software GraphPad Prism versién 7.04 (GraphPad Software Inc., CA, USA).

97






RESULTADOS






Resultados

1. ESTUDIO DE LA POBLACION

1.1. Datos demograficos

Se incluyeron en el estudio 56 pacientes con diagndstico de RSCcPN, asma e intolerancia
a AINEs (grupo EREA o ASA TRIADA), 34 (60,7%) procedentes del CHGUV y 22 (39,3%) del HUP
La Fe. La mediana % desviacion estdndar (s) (rango intercuartilico, IQR) de la edad fue de 55,5 +
10,63 (50,25-63,00) afios. El rango etario mas numeroso fue el de los 50-59 afos, con un 41,1%
de los pacientes. En cuanto a la distribucidn por sexos, el nimero de hombres y mujeres fue muy
similar, 26 (46%) y 30 (54%), respectivamente. Destacan las diferencias entre hombres y mujeres
en cuanto a la distribucién por edades, siendo la poblacién femenina superior en el grupo de
pacientes con mas de 50 afios e inferior en el de menos de 50 afios (Figura 27). El 90% de las

mujeres tenia mas de 50 afos, en comparacién con el 61,5% de los hombres.

En el grupo control se incluyeron 20 pacientes. La mediana * s (IQR) de la edad fue de 27
+ 11,6 (25-39) afos. El nUmero de hombres incluidos fue superior al de mujeres, siendo 14 (70%)

y 6 (30%), respectivamente.

A B
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204
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Figura 27. Distribucion de los pacientes con EREA en funcion de la edad.
A) Numero de pacientes por intervalo de edad. B) Niumero de pacientes por intervalo de edad y sexo.

1.2. Datos clinicos de los pacientes incluidos en el grupo de estudio
1.2.1. Habitos tdxicos y comorbilidades
La mayoria de los pacientes incluidos en el grupo de estudio refirieron ser no fumadores
(70%), sin habitos endlicos (93%) ni uso de drogas por via parenteral (100%). El 98% de los
pacientes presentd alguna comorbilidad y en el 50% se encontraron dos o mas factores de
comorbilidad. La patologia mas frecuente fue la alergia (68%), siendo el polen, los farmacos y

los 4caros los alérgenos mas frecuentemente asociados. Otras comorbilidades halladas en un
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porcentaje importante de la poblacion fueron la hipertension (43%), la dislipemia (32%) y la

insuficiencia cardiaca (18%). Los resultados se recogen en la Tabla 11.

Tabla 11. Habitos toxicos y comorbilidades de los pacientes con EREA incluidos en el estudio.

PACIENTES EREA

(n=56)
Habitos toxicos

TABACO

Fumador 5 (9%)

Exfumador 12 (21%)

No fumador 39 (70%)
ENOL 4 (7%)
UDVP 0 (0%)

Comorbilidades

Sin comorbilidades 1(2%)
Dos 0 mas 28 (50%)
Alergia 38 (68%)
EPOC 3 (5%)
Diabetes mellitus 8 (14%)
Hipertension 24 (43%)
Dislipemia 18 (32%)
Insuficiencia cardiaca 10 (18%)
Insuficiencia renal crénica 2 (4%)
Hepatopatia crénica 2 (4%)
Neoplasias 0 (0%)

Los resultados se expresan como numeros absolutos (%). UDVP, uso de drogas por via parenteral; EPOC, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica.

1.2.2. Manifestaciones clinicas
a) Sintomatologia

Los sintomas principales y que, con mayor frecuencia, se asocian a una peor calidad de
vida de los pacientes con RSCcPN se enumeran en la Tabla 12. De todos ellos, la
obstruccion/bloqueo/congestidn nasal (80%) y la rinorrea (77%) fueron los mas cominmente
reportados por los pacientes en el momento del estudio, seguidos del dolor/presidn facial (50%)

y la disminucidn del olfato/anosmia (48%).
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Tabla 12. Sintomas y grado de poliposis de los pacientes con EREA incluidos en el estudio.

PACIENTES EREA
(n=56)
Sintomas
Obstruccién/bloqueo/congestion nasal 45 (80%)
Rinorrea 43 (77%)
Dolor/presion facial 28 (50%)
Cefalea 21 (38%)
Disminucidn del olfato/anosmia 27 (48%)
Dolor ético/acufenos/hiposmia 17 (30%)
Disnea 18 (32 %)
Otros 11 (20%)
Grado de poliposis
Grado 0 0 (0%)
Grado 1 8 (14%)
Grado 2 21 (38%)
Grado 3 27 (48%)

Los resultados se expresan como numeros absolutos (%).

b)

Grado de poliposis

El grado de poliposis se evalué mediante endoscopia nasal, aplicando la escala de

Lildholdt y cols (123). El 86% de los pacientes (n= 48) se clasificaron en grado 2/3 (Tabla 12), por

lo que el valor medio en la poblacién estudiada fue alto, igual a 2,34. La distribucién de los

pacientes en funcién del grado de poliposis se muestra en la Figura 28.

Nimero de pacientes

301

2517

201

151

101

Grado O

Grado 1 Grado 2 Grado 3

Figura 28. Distribucion de los pacientes con EREA en funcidon del grado de poliposis.

103



Resultados

1.2.3. Tratamiento farmacoldgico

a) Tratamiento con corticoides

Todos los pacientes incluidos en el estudio habian recibido corticoides inhalados, siendo
mometasona furoato, fluticasona propionato y fluticasona furoato los principios activos mas
frecuentemente administrados. En el 64% de los pacientes (n= 36) se habian incluido pautas
cortas de corticoides sistémicos durante la terapia, mds comunmente dexametasona o
prednisona. El 32% de los pacientes (n= 18) se consideré resistente a la terapia corticoidea en el

momento de su inclusiéon en el estudio.
b) Tratamiento con antibidticos

Ningun paciente incluido en el estudio habia recibido terapia antibiética en los tres meses
previos. Antes de dicho periodo, el 80% (n= 45) de los pacientes habia recibido, al menos, una
pauta de antibidtico durante el curso de la enfermedad. De éstos, el 56% habia recibido dos o
mas tandas de tratamiento antibidtico. Teniendo en cuenta la Ultima pauta de tratamiento
antibidtico prescrita en cada paciente (n= 45), los mas comunmente utilizados fueron los
macrdlidos, concretamente la claritromicina (n= 26), seguido de azitromicina (n= 8). Otros
antibidticos administrados con relativa frecuencia fueron amoxicilina/clavulanico (n= 7) y

levofloxacino (n=4) (Figura 29).
c) Otros farmacos

En el momento de la inclusién de los pacientes en el estudio, el 9% (n= 5) estaban en

tratamiento con omalizumab y el 7% (n=4) eran candidatos para ser tratados con dicho farmaco.

26 Claritromicina
8 Azitromicina
7 Amoxicilina/clavuldnico
B 4 Levofloxacino
11 Sin tratamiento antibidtico

Figura 29. Antibidticos prescritos a los pacientes con EREA (n= 56) durante el periodo
previo a su inclusion en el estudio (>3 meses).

1.2.4. Episodios de cirugia endoscdpica nasosinusal previos

El promedio de los episodios de CENS realizados antes de la inclusidn de los pacientes en el

estudio fue de 1,04 + 0,96 (media % s). En el 28,6% (n= 16) de los casos no se habia realizado
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ninguna CENS previa; en el 42,8% (n= 24) se habia registrado 1 episodio de CENS previo, y en el
28,6% restante (n=16) se habian realizado dos o mas cirugias previas (Figura 30), lo cual supone

una alta tasa de recurrencia de poliposis tras la cirugia.

30
25
20
15

10

Numero de pacientes

Figura 30. Episodios de CENS previos a la inclusion de los pacientes en el estudio.

2. ESTANDARIZACION DEL MODELO EXPERIMENTAL DE ESTIMULACION CELULAR Y
MEDICION CUANTITATIVA DE CITOQUINAS

Para determinar las condiciones iddneas de estimulacién, asi como la capacidad de
produccion de citoquinas por células epiteliales en respuesta a las proteinas de S. aureus, o-
hemolisina y SpA, se llevaron a cabo experimentos independientes, basados en las mismas
condiciones, con células de linea BEAS-2B, que se utilizaron como control basal de estimulacién,

y células epiteliales de pélipos nasales de pacientes con EREA.

Tras distintos tiempos de estimulacion (2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas), se determind la
concentracién de citoquinas (IFN-Y, IL-10, 1L-13, IL-17A, IL-21, IL-5, IL-33 e IL-8) con Luminex® en
los sobrenadantes de cultivo celular, conteniendo a-hemolisina (1 pg/ml), SpA (1 ug/ml) y medio
BEBM sin estimulo, obteniéndose las cinéticas de liberacidon descritas a continuacion vy
representadas en las Figuras 31 y 32. Los resultados obtenidos en cada tiempo fueron
expresados como media [SD]. Las curvas de calibracién para cada una de las citoquinas se

muestran en el Anexo V.

En esta fase del estudio se emplearon un total de 36 muestras de podlipos nasales
procedentes de 36 pacientes con EREA. Sin embargo, Unicamente se pudo realizar la etapa final

de estimulacion celular in vitro con tres muestras.
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2.1. Cinética de liberacion de citoquinas en células BEAS-2B

Los resultados obtenidos tras la estimulacion in vitro de células BEAS-2B con las proteinas

de S. aureus, a-hemolisina y proteina A (SpA), se detallan en la Figura 31.

La estimulacidn con a-hemolisina provocé la liberacién de IL-8, pero no la de IFN-Y, IL-10,
IL-17A, IL-13, IL-21, IL-5 e IL-33. Del mismo modo, la respuesta a SpA fue limitada en las células
BEAS-2B, dando lugar a un aumento discreto de los niveles de IFN-Y, IL-17A e IL-8, pero no de IL-
10, IL-13, IL-21, IL-5 e IL-33.

En respuesta a a-hemolisina, la produccién de IL-8 en las células BEAS-2B fue intensa y
caracterizada por una cinética tiempo-dependiente (Fig. 31 H). El aumento de la concentracion
se detectd tras 8 horas de estimulacidn, siendo muy superior en comparacion con BEBM (sin
estimulo) a las 12 horas (7786,90 [333,70] pg/ml a-hemolisina vs 1637,39 [137,43] pg/ml BEBM)
y a las 24 horas (9576,05 [251,20] pg/ml a-hemolisina vs 2043,03 [134,29] pg/m| BEBM). Por el
contrario, los niveles de IL-8 tras la estimulacién con SpA (Fig. 31 H) fueron bajos e incluso
inferiores a los obtenidos en las células con BEBM, independientemente del tiempo (a las 24

horas: 1863,61 [139,14] pg/ml SpA vs 2043,03 [134,29] pg/m| BEBM).

La estimulacidon de las células BEAS-2B con SpA dio lugar a un aumento moderado de IFN-
Y (Fig. 31 A) e IL-17A (Fig. 31 D). En ambos casos, los niveles se mantuvieron muy estables en el
tiempo y las concentraciones fueron mas altas entre las 4 y 12 horas, exceptuando el descenso

marcado en la concentracidon de IFN-Y a las 8 horas.

2.2. Cinética de liberacidn de citoquinas en CEPN de pacientes con EREA

Los resultados obtenidos tras la estimulacién in vitro de las CEPN con las proteinas de S.

aureus, a-hemolisina y proteina A (SpA), se detallan en la Figura 32.

a-hemolisina indujo un efecto muy leve, dando lugar a un aumento discreto de los niveles
de IL-13, IL-21 e IL-8, pero sin provocar ninguna respuesta en la liberaciéon de IFN-Y, IL-10, IL-
17A, I1L-21, IL-5 e IL-33. Por el contrario, la estimulacidn con SpA indujo la liberacién de todas las

citoquinas analizadas, excepto de IL-33 e IL-5.

El incremento de IL-13 (Fig. 32 C) e IL-21 (Fig. 32 E) en respuesta a a-hemolisina fue leve
y corto en el tiempo; los niveles aumentaron a las 2 horas y disminuyeron rapidamente a las 4
horas, alcanzando niveles similares o incluso inferiores a las células con BEBM (IL-13 a las 2

horas: 171,50 [5,75] pg/ml a-hemolisina vs 88,45 [5,23] pg/ml BEBM; IL-13 a las 4 horas: 91,88
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[7,04] pg/ml a-hemolisina vs 86,57 [5,31] pg/ml| BEBM; IL-21 a las 2 horas: 172,78 [17,82] pg/ml
a-hemolisina vs 90,29 [17,48] pg/m| BEBM; IL-21 a las 4 horas: 17,84 [12,06] pg/ml a-hemolisina
vs 57,73 [10,39] pg/ml BEBM).

A diferencia de lo observado en las células BEAS-2B, la estimulacion de las CEPN con a-
hemolisina no provocé un incremento significativo de IL-8 con el tiempo de exposicidén y los
niveles fueron muy inferiores a los obtenidos en ausencia de estimulo (Fig. 32 H) (a las 24 horas

de estimulacién: 1159,45 [143,13] pg/ml a-hemolisina vs 11599,76 [283,25] pg/ml BEBM).

En respuesta a SpA, las CEPN liberaron IFN-Y, IL-17A e IL-21, alcanzando niveles muy
superiores a los obtenidos en las células con BEBM, independientemente del tiempo de
estimulacién (Fig. 32 A, Fig. 32 Dy Fig. 32 E, respectivamente). El perfil de liberacién de las tres
citoquinas se caracterizd por presentar niveles maximos a tiempos cortos de exposicién al
estimulo, con una tendencia descendente a partir de las 12 horas en IFN-Y e IL-17A, y a partir de

las 8 horas en IL-21.

La liberacién de IL-10 en células estimuladas con SpA, representada en la Fig. 32 B, fue
intensa tras 12 horas de exposicién al estimulo, aumentando de 33,70 [7,40] pg/ml a las 8 horas
hasta los 183,92 [10,49] pg/ml a las 12 horas. A las 24 horas, los niveles de IL-10 disminuyeron
hasta los 32,45 [6,53] pg/ml.

A su vez, la produccidn de IL-13 en células estimuladas con SpA, se caracterizd por ser mas
elevada a tiempos cortos (Fig. 32 C), al igual que lo observado con a-hemolisina. El patrén
también fue similar, pero con niveles mas altos a las 8 horas (76,83 [11,74] pg/ml SpA vs 46,75
[5,01] pg/ml a-hemolisina) y a las 12 horas (48,50 [6,08] pg/ml SpA vs 6,79 [2,50] pg/ml a-

hemolisina).

Por ultimo, en cuanto a la produccidn de IL-8 en las CEPN (Fig. 32 H), se observé un
incremento de la concentracion con el tiempo de estimulacion. Sin embargo, los niveles de IL-8
fueron muy superiores en las células sin estimulo (BEBM) en comparacion con SpA,
principalmente a las 12 y 24 horas (a las 12 horas: 8607,36 [138,37] pg/ml con BEBM vs 5345,12
[202,70] pg/ml con SpA; a las 24 horas: 11599,76 [283,25] pg/ml con BEBM vs 7880,61 [153,85]

pg/ml con SpA).
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Figura 31. Patr6n de liberacion de IFN-y (A), IL-10 (B), IL-13 (C), IL-17A (D), IL-21 (E), IL-5 (F), IL-33 (G) e IL-8
(H), en cultivos celulares de linea BEAS-2B (n= 3) tras la estimulaciéon con a-hemolisina y SpA.

La concentracidn de citoquinas (pg/ml) en los sobrenadantes de cultivo celular, conteniendo 1 pug/ml de a-hemolisina, 1
ug/ml de SpA y medio BEBM sin estimulo, fue determinada con Luminex® a las 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas. Los resultados se
expresan como media [SD]. BEBM, medio de crecimiento para epitelio bronquial; H, a-hemolisina; SpA, proteina A.
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Figura 32. Patrén de liberacion de IFN-y (A), IL-10 (B), IL-13 (C), IL-17A (D), IL-21 (E), IL-5 (F), IL-33 (G) e IL-8
(H), en cultivos primarios de células epiteliales de pdlipos nasales de pacientes con EREA (n= 3), tras la
estimulacion con a-hemolisina y SpA.

La concentracion de citoquinas (pg/ml) en los sobrenadantes de cultivo celular, conteniendo 1 ug/ml de a-hemolisina, 1
ug/ml de SpA y medio BEBM sin estimulo, fue determinada con Luminex® a las 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas. Los resultados
se expresan como media [SD]. BEBM, medio de crecimiento para epitelio bronquial; H, a-hemolisina; SpA, proteina A.

109



Resultados

2.3. Seleccidn de las condiciones experimentales

Las condiciones de estimulacidén para los experimentos posteriores se establecieron en
funcién de las cinéticas de liberacién de citoquinas en las células BEAS-2B y en las CEPN de
pacientes con EREA. Debido al mayor efecto de la proteina A de S. aureus sobre las CEPN se

selecciond esta proteina como estimulo a una concentracién de 1 pug/ml.

En cuanto al tiempo de estimulacién, al observarse diferencias de tendencia en las

citoquinas analizadas, se consideraron diferentes tiempos, concretamente 2, 6 y 12 horas.

Se decidié excluir la proteina estafilocdcica a-hemolisina (1 pg/ml), debido a la limitada
respuesta de las CEPN, en relacién con las citoquinas analizadas durante el tiempo de exposiciéon

al estimulo.

3. LIBERACION DE CITOQUINAS INDUCIDA POR SpA EN CELULAS EPITELIALES DE
POLIPOS NASALES

Para determinar el efecto de SpA en la produccidon de citoquinas por parte de las CEPN de
pacientes con EREA, se llevd a cabo un experimento de estimulacidon celular in vitro. Las
condiciones de estimulacién se establecieron en funcién de los resultados obtenidos en el

estudio inicial (ver a apartado 2).

En esta fase del estudio se emplearon 20 muestras de pélipos nasales de 20 pacientes con
EREA, realizdndose la etapa final de estimulacion con SpA en 14 de ellas. Las caracteristicas de

los pacientes se muestran en la Tabla 13.

Tras 2, 6 y 12 horas de estimulacién con SpA (1 ug/ml), se determind la concentracion de
citoquinas (IFN-Y, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-21, IL-5, IL-33 e IL-8) con Luminex® en los sobrenadantes

de cultivo celular en presencia y ausencia de estimulo (BEBM).

La estimulacidon con SpA indujo cambios en la concentracidon de todas las citoquinas
analizadas, excepto en IL-10 (a las 2 y 6 horas), IL-5 e IL-33. Por el contrario, en las células
tratadas con BEBM, solo se observé produccion de IL-8 y, muy discretamente, de IL-13 e IL-10 (a
las 12 horas). Las curvas de calibracién y los resultados obtenidos para cada una de las citoquinas
analizadas se muestran en los Anexos VI y VI, respectivamente. Las cinéticas de liberacion de
las citoquinas producidas en respuesta a SpA se muestran en las Figuras 33-36 y se describen a

continuacion.
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Tabla 13. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con EREA en los que se ha realizado el
experimento de estimulacidn celular in vitro con SpA.

N Edad/s Alerei Microbiologia Eosinofilia tisular IgE total suero
o. ad/Sexo ergias
& (Exudado nasal) (Eos/HPF) (KUA/1)
Polen s
. aureus
1 63/F Gramineas . . 60 373
L S. epidermidis
Ciprés
Acaros p )
. aeruginosa
2 71/M Olivo ar 110 452
S. hominis
Pelo gato
S. aureus
3 50/F Polen . 70 208
S. hominis
C. parapsilosis
a4 41/F No parap 50 425
ECN diferentes
P. mirabilis
5 67/F No o 60 382
S. epidermidis
Acaros S. pyogenes
6 51/M pyogenes 100 586
Pelo gatoy perro  S. epidermidis
Olivo S. aureus
7 62/M ) S 50 426
Gramineas S. epidermidis
P. aeruginosa
8 51/M No 19 90 465
S. capitis
Acaros C. parapsilosis
9 88/M parap 100 763
Polen ECN diferentes
S. aureus
10 49/M No N 40 774
S. epidermidis
A S. aureus
caros
11 43/M A. niger 60 286
Pelo gato ~ o
S. epidermidis
Acaros )
M. catarrhalis 262
12 52/F Polen ) o 30
S. epidermidis
Pelo perro
S. lugdunensis
13 47/M No g , 80 139
Otros ECN diferentes
S. aureus
14 68/M No 50 385

Corynebacterium spp

En la tabla se especifican alérgenos bioldgicos, no quimicos. El nimero de eosindéfilos presentes en el pdlipo nasal se
determiné como ndmero de eosindfilos/HPF o campo de alta potencia (10 x 40). F, femenino; M, masculino; ECN,
estafilococos coagulasa-negativos; SD, sin datos; HPF, high power field; kUA, kilounidades.

3.1. SpAinduce laliberacién de IFN-y, IL-21 e IL-17A

En las CEPN de pacientes con EREA, la estimulacion con SpA (1 pg/ml) durante 2, 6 horas
y 12 horas, provocé un aumento significativo de IFN-Y, IL-21 e IL-17A en comparaciéon con BEBM

(P <0,0001) (Figura 33). En el caso de IFN-y (Fig. 33 A) e IL-17A (Fig. 33 C), la concentracién fue
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significativamente superior a las 6 y 12 horas, en comparacion con las 2 horas (IFN- y: P =0,0006
y P =0,008 a las 6 y 12 horas, respectivamente; IL-17A P =0,0002 y P =0,002 a las 6 y 12 horas,
respectivamente). En cambio, la produccién de IL-21 en respuesta a SpA (Fig. 33 B), fue mas
intensa y estadisticamente significativa a las 2 y 6 horas, en comparacion con las 12 horas (P

=0,007 y P =0,0004 a las 2 y 6, respectivamente).

3.2. SpAinduce laliberacidon de IL-10

En las CEPN de pacientes con EREA, la produccién de IL-10 fue nula a las 2 y 6 horas, tanto
en células con SpA como en células no estimuladas (BEBM). Por el contrario, a las 12 horas, se
observé un aumento moderado de IL-10 en presencia de SpA (1 pg/ml), estadisticamente

significativo en comparacion con BEBM (P <0,001) (Figura 34).

3.3. SpAinduce la liberacion de IL-13

En las CEPN de pacientes con EREA, la estimulacién con SpA (1 pug/ml) durante 2, 6 horas
y 12 horas, provoco un aumento significativo de 1L-13 en comparacién con BEBM (2 horas: P
<0,001; 6 horas: P =0,004; 12 horas: P =0,017). El incremento de IL-13 fue mayor a las 2 horas y
estadisticamente significativo en relacion con la concentracion alcanzada a las 6 y 12 horas (P

<0,001) (Figura 35).

3.4. SpA reduce la produccion basal de IL-8

En las CEPN de pacientes con EREA, la concentracién de IL-8 aumenté de forma
significativa en funcién del tiempo, tanto en células estimuladas con SpA como en las células sin
estimulo (P <0,001), alcanzando niveles muy elevados a las 12 horas. Curiosamente, la
concentracion de IL-8 fue significativamente mas baja en las células estimuladas con SpA en

comparacién con las células sin estimulo, conteniendo Unicamente BEBM (P <0,001) (Figura 36).
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Figura 33. Efecto de SpA (1 ug/ml) en la liberacién de IFN-Y (A), IL-21 (B) e IL-17A (C) por células
epiteliales de pélipos nasales de pacientes con EREA (n =14) a las 2, 6 y 12 horas de estimulacion.

Los resultados se expresan como mediana (rango intercuartilico). Se compararon los niveles de citoquinas en

los diferentes tiempos entre las células estimuladas con SpA y las células sin estimulo (BEBM). También se

determinaron las diferencias entre los tiempos (lineas discontinuas). La significacion estadistica (P valor) fue

determinada mediante la prueba de Wilcoxon. **P <0,01; ***P <0,001; ****P <0,0001
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Figura 34. Efecto de SpA en la liberacion de IL-10 por células epiteliales de pdlipos nasales de

pacientes con EREA (n =14) a las 2, 6 y 12 horas de estimulacion.

Los resultados se expresan como mediana (rango intercuartilico). Se compararon los niveles de citoquinas a las
12 horas, entre las células estimuladas con SpA y las células sin estimulo (BEBM). La significacion estadistica (P

valor) fue determinada mediante la prueba de Wilcoxon. ***P <0,001
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Figura 35. Efecto de SpA (1 pg/ml) en la liberaciéon de IL-13 por células epiteliales de pélipos nasales de

pacientes con EREA (n =14) alas 2, 6 y 12 horas de estimulacién.

Los resultados se expresan como mediana (rango intercuartilico). Se compararon los niveles de IL-13 en los diferentes
tiempos entre las células estimuladas con SpA vy las células sin estimulo (BEBM). También se determinaron las
diferencias entre los tiempos (lineas discontinuas). La significacion estadistica (P valor) fue determinada mediante la

prueba de Wilcoxon. *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,001
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Figura 36. Efecto de SpA (1 ug/ml) en la produccién de IL-8 por células epiteliales de pélipos nasales
de pacientes con EREA (n =14) alas 2, 6 y 12 horas de estimulacion.

Los resultados se expresan como mediana (rango intercuartilico). Se compararon los niveles de IL-8 en los diferentes
tiempos entre las células estimuladas con SpA y las células sin estimulo (BEBM). También se determinaron las
diferencias entre los tiempos (lineas discontinuas). La significacion estadistica (P valor) fue determinada mediante
la prueba de Wilcoxon. ***pP <0,001.

4. COMPARACION DE LA PRODUCCION DE CITOQUINAS INDUCIDA POR SpA EN
CULTIVOS CELULARES DE LOS GRUPOS EREA'Y CONTROL

Para determinar si la proteina A de S. aureus es capaz de influir en la respuesta
inflamatoria tipica de la EREA, el modelo experimental de estimulacion celular con SpA se realizé
de forma simultanea, empleando las mismas condiciones, con células epiteliales de biopsias del

cornete medio (CECNM) de pacientes sin patologia inflamatoria nasosinusal (grupo control).

Los cultivos celulares primarios se realizaron en 20 muestras de biopsias del cornete
medio de 20 pacientes incluidos en el grupo control, 70% hombres y 30% mujeres. La mediana
+s(IQR) de la edad fue de 27 £ 11,6 (25-39) afios. De estas 20 muestras, se pudo realizar la etapa

final de estimulacidn con SpA en 6 de ellas.

Tras 2, 6y 12 horas de estimulacién con SpA (1 pg/ml) se determiné la concentracién de
citoquinas (IFN-Y, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-21, IL-5, IL-33 e IL-8) con Luminex® en los sobrenadantes

de cultivo celular en presencia y ausencia de estimulo (BEBM).

La estimulacidn con SpA provocé un aumento de la concentracidn de todas las citoquinas

analizadas en las CECNM de pacientes control, excepto de IL-10 (a las 2 y 6 horas), IL-13, IL-5 e
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IL-33. Sin embargo, como se muestra en las Figuras 37-39, la respuesta fue mas leve que la
obtenida en las CEPN de pacientes con EREA. En el caso de las CECNM tratadas Unicamente con
BEBM, solo se observaron cambios en la concentracion de IL-8 y, muy levemente, de IL-10 (a las
12 horas). Las curvas de calibracion y los resultados obtenidos para cada una de las citoquinas

analizadas se muestran en los Anexos VI y VIII, respectivamente.

4.1. Comparacion de la produccion de IFN-y, IL-21 e IL-17A

La estimulacién con 1 pg/ml de SpA indujo la liberacion de IFN-Y, IL-21 e IL-17A, tanto en
CEPN de pacientes con EREA como en CECNM del grupo control. Sin embargo, en las CEPN, el
incremento fue muy elevado y estadisticamente significativo en comparacion con las células del
grupo control (IFN-y: P <0,0001 a las 2,6 y 12 horas; IL-21: P =0,003, P =0,0003 y P =0,0001 a las
2, 6y 12 horas, respectivamente; IL-17A: P =0,014, P =0,0006 y P =0,0002 a las 2, 6 y 12 horas,

respectivamente) (Figura 37).

Las cinéticas de liberacidon de IFN-Y, IL-21 e IL-17A inducidas por SpA en las CECNM,
siguieron un perfil similar al observado en las CEPN. Sin embargo, en las CECNM no se detectaron
diferencias significativas en las concentraciones de las citoquinas, al comparar entre los tiempos
de estimulacién, exceptuando un ligero incremento de IFN-Y a las 6 horas (Fig. 37 A) y de IL-21

a las 2 horas (Fig. 37 B).

4.2. Comparacion de la produccidon de IL-10

La estimulacion con SpA (1 pg/ml) durante 12 horas dio lugar a un incremento significativo
de IL-10 en las CEPN de pacientes con EREA, en comparacion con las CECNM del grupo control
(P =0,003). Por el contrario, tanto en las CEPN como en las CECNM, no se observé ningun efecto

en la liberacion de IL-10 a las 2 y 6 horas de estimulacién con SpA (Figura 38).
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Figura 37. Efecto de SpA en la liberacién de IFN-y (A), IL-21 (B) e IL-17A (C) por células epiteliales de
polipos nasales de pacientes con EREA (n =14) y células epiteliales de biopsias del cornete medio de
pacientes control (n=6), tras 2, 6 y 12 horas de estimulacion.

Los resultados se expresan como mediana (rango intercuartilico). Se compararon los niveles de citoquinas en los
diferentes tiempos entre cada grupo tras la estimulacidn con SpA. También se determinaron las diferencias entre los
tiempos (lineas discontinuas). La significacion estadistica (P valor) fue determinada mediante la prueba de Wilcoxon
y mediante la prueba U de Mann-Whitney. *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,001; ****P <0,0001
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Figura 38. Efecto de SpA en la liberacion de IL-10 por células epiteliales de pélipos nasales de pacientes

con EREA (n =14) y células epiteliales de biopsia del cornete medio de pacientes control (n= 6).

Los resultados se expresan como mediana (rango intercuartilico). Se comparé la respuesta a SpA en la produccién de
IL-10 entre las CEPN de pacientes con EREA y las CECNM del grupo control. La significacion estadistica (P valor) fue
determinada mediante la prueba U de Mann-Whitney. **P <0,01

4.3. Comparacion de la produccion de IL-8

La liberacion de IL-8 inducida por SpA (1 pug/ml), tanto en CEPN de pacientes con EREA
como en CECNM del grupo control, se caracterizd por ser tiempo-dependiente. Sin embargo, en
las CEPN los niveles de IL-8 a las 2, 6 y 12 horas de estimulacidon con SpA fueron muy superiores
(P <0,0001), asi como los incrementos de concentracién entre cada tiempo (EREA, P <0,001;

CONTROL, P <0,05) (Figura 39).

Con respecto al incremento observado en el grupo control, la concentracion de IL-8 fue
ligeramente superior en las células estimuladas con SpA en comparacién con las células sin
estimulo (BEBM), con diferencias estadisticamente significativas solo a las 6 horas (P =0,031)
(Anexo VIII). Este comportamiento difiere de lo observado en las CEPN de pacientes con EREA
(descrito en el apartado 3.4), pero es similar al encontrado en las células BEAS-2B (Figura 31).
Estos resultados permitieron reforzar el empleo de esta linea celular para el disefo
experimental, asi como las condiciones de estimulacion con SpA, en cuanto a las

concentraciones y tiempos de exposicion empleados.
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Figura 39. Efecto de SpA en la liberacion de IL-8 por células epiteliales de polipos nasales de pacientes con
EREA (n =14) y células epiteliales de biopsia del cornete medio de pacientes control (n= 6).

Los resultados se expresan como mediana (rango intercuartilico). Se compard la respuesta a SpA en la produccion de IL-
8 entre las CEPN de pacientes con EREA y las CECNM del grupo control. También se determinaron las diferencias entre
los tiempos (lineas discontinuas). La significacion estadistica (P valor) fue determinada mediante la prueba de Wilcoxon
y la prueba U de Mann-Whitney. *P <0,05; ***P <0,001. ****P <0,0001

5. ESTUDIO MICROBIOLOGICO EN PACIENTES DEL GRUPO EREA
5.1. Microorganismos aislados en muestras de exudado nasal

El cultivo bacterioldgico fue realizado en todos los pacientes con EREA incluidos en el
estudio (n= 56). De estos, el 76,8% (n= 43) se consideraron cultivos positivos al aislarse una o
mas especies microbianas, mientras que el 23,2% (n= 13) se consideraron negativos, debido a la
ausencia de crecimiento bacteriano y/o fungico durante el tiempo de incubacién establecido.
De los cultivos positivos, el 83,7% (n=36) fueron polimicrobianos, con una media de 2,2 aislados
diferentes por paciente, mientras que el 16,3% (n= 7) restante, fueron monomicrobianos, con
crecimiento de un Unico microorganismo diferenciado a nivel de género y especie. En estos

casos se aislo S. aureus (n=4), P. aeruginosa (n=2) y A. niger (n=1).

En total se aislaron 86 microorganismos en los 43 cultivos positivos (Tabla 14). El grupo
mayoritario fue el constituido por bacterias grampositivas, representando el 79,1% de los
aislamientos. De estos, los estafilococos coagulasa-negativos (51,2%), con S. epidermidis como
principal representante del grupo, y S. aureus (22,1%) fueron los mas frecuentes. Entre las

bacterias gramnegativas, destaco P. aeruginosa (5,8%).
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5.2. Deteccidn de S. aureus por PCR Real-Time en muestras de exudado nasal

La deteccién de S. aureus por PCR Real-Time en la plataforma BDMAX™ (Becton
Dickinson®) fue realizada en el 71,43% de los pacientes con EREA incluidos en el estudio (n=40).
En todos los ensayos se comprobd la amplificacidn del control interno, considerando validos

todos los procesos y resultados.

La PCR se considerd positiva para S. aureus en 18 de las 40 muestras procesadas, no
detectandose en ningun caso la amplificacién de los genes especificos asociados con resistencia
a meticilina (mecA/mecC). La concordancia entre el cultivo y la PCR para la deteccidon de S. aureus
fue buena, detectandose Unicamente un caso con PCR positiva (CT 33,5) y cultivo negativo. Hubo
una muestra con cultivo positivo para S. aureus en la que no se realizé la PCR y, en las 17

muestras restantes en las que se aislé S. aureus en cultivo, la PCR también fue positiva.

Tabla 14. Microorganismos aislados de las muestras de exudado nasal de pacientes con EREA.

. . % total microorganismos
Microorganismos

(n=86)
Gram positivos 68 79,1%
Estafilococos coagulasa-negativos (ECN) 44 51,2%
Staphylococcus epidermidis 29 33,7%
Staphylococcus lugdunensis 3 3,5%
Otras especies de ECN 12 14,0%
Staphylococcus aureus 19 22,1%
Streptococcus pyogenes 2 2,3%
Corynebacterium spp. 2 2,3%
Bacillus cereus 1 1,2%
Gram negativos 14 16,3%
Enterobacterales 4 4,7%
No fermentadores 6 7,0%
Pseudomonas aeruginosa 5 5,8%
Stenotrophomonas maltophilia 1 1,2%
Moraxella catarrhalis 4 4,7%
Hongos 4 4,7%
Candida albicans 1 1,2%
Candida parapsilosis 1 1,2%
Aspergillus niger 2 2,3%

Los microorganismos se han clasificado por categorias y grupos. El porcentaje se ha calculado sobre el total
de microorganismos. Los nimeros se expresan en numeros absolutos (n) y porcentajes (%).
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5.3. Caracterizacion de las cepas de S. aureus
5.3.1. Sensibilidad antibiética

Tras el estudio de sensibilidad antibidtica de las 19 cepas de S. aureus aisladas de
pacientes con EREA, se encontraron 5 patrones diferentes, los cuales se muestran en la Tabla
15. Unicamente un aislado fue sensible a todos los antibidticos estudiados, incluido penicilina,
pero ninguno fue resistente a mas de dos familias de antibidticos diferentes. Todos los
aislamientos se clasificaron como SASM, presentando CMls de cefoxitina y oxacilina <4 mg/Ly
<0,25 mg/L, respectivamente, coincidiendo asi con la ausencia de deteccion de los genes
mecA/mecC por PCR. La resistencia a penicilina fue la mas frecuente, presentandose en el 84,2%
de las cepas (n=16); en el 52,6% (n=10) como resistencia Unica y constituyendo el fenotipo mas
habitual, y en el 31,6% (n= 6) asociada a otros antibidticos. De los 6 aislados resistentes a
eritromicina y/o clindamicina, 3 mostraron el fenotipo inducible (iMLSB). Todos los aislados

fueron sensibles a vancomicina y teicoplanina, con CMIs < 2mg/L para ambos antibioticos.

Tabla 15. Perfil de sensibilidad antibidtica de las 19 cepas de S. aureus aisladas de pacientes con EREA.

PATRONES DE SENSIBILIDAD n %

Sensible a todos los antibidticos 1 5,3%

Resistente a:

P 10 52,6%
P+E 2 10,5%
P+E+CC 4 21,1%
E+CC 2 10,5%

P, penicilina; E, eritromicina; CC, clindamicina.

5.3.2.  Caracterizacion genotipica
a) Electroforesis de campo pulsado

Se analizaron por PFGE las 19 cepas de S. aureus obtenidas de 19 pacientes con EREA. En
total se identificaron 15 pulsotipos diferentes (PFGE tipo) clasificados en 13 grupos gendmicos
(PFGE grupo), alos que se les asignd una letra de la A ala M (Tabla 16; Figura 40). Se identificaron
6 PFGE grupos constituidos, cada uno, por dos cepas estrechamente relacionadas (D y H) o
indistinguibles entre si (A, B, | y L), con un porcentaje de similitud entre el 80% y el 100%,

respectivamente.
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Figura 40. Patrones de PFGE de las 19 cepas de S. aureus obtenidas de pacientes con EREA.

Lineas 2-14 y 19: cepas de pacientes atendidos en el CHGUV. Lineas 16-18 y 20,21: cepas de pacientes atendidos en
el HUP La Fe. Lineas 2 y 9, PFGE tipo A; lineas 3 y 13, PFGE tipo B; lineas 5 y 10, PFGE tipo D (D1 y D2,
respectivamente); lineas 11y 12, PFGE tipo H (H1y H2, respectivamente); lineas 14 y 17, PFGE tipo |; lineas 19y 21,
PFGE tipo L; lineas 4, 6, 7, 8, 16, 18 y 20, PFGE tipos C, E, F, G, J, K, M, respectivamente. Lineas 1, 15, 22: marcador
de peso molecular A Ladder.

En el dendrograma obtenido a partir de los patrones de restriccién del enzima Smal se
observaron dos clusters principales, Ay B (Figura 41), conteniendo 7 (A, C,E,F,G, He l) y 6 (B,
D, J, K, Ly M) PFGE grupos diferentes, respectivamente. El nimero de cepas en cada cluster fue

similar, con 10 cepas en el cluster Ay 9 en el cluster B.
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Figura 41. Dendrograma de similitud genotipica entre las 19 cepas de S. aureus, obtenido mediante
el algoritmo UPGMA.

ND, no datos
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b) spa-typing

Se analizaron por spa-typing las 19 cepas de S. aureus obtenidas de 19 pacientes con

EREA. En el 63% (n= 12) de las cepas, se obtuvo un perfil coincidente con un tipo de spa en la

base de datos, quedando sin asignacidén las 7 restantes (Tabla 16; Figura 41). En total se

obtuvieron 9 spa tipos diferentes, de los cuales 6 estuvieron representados por una Unica cepa.

Cada uno de los 3 spa tipos restantes (t375, t359 y t622) fueron coincidentes en dos cepas de S.

aureus, las cuales, en todos los casos, fueron aisladas de dos pacientes distintos. Las cepas que

presentaron el mismo spa tipo tenian también el mismo PFGE grupo (letras A, B y H) y perfil de

resistencia antibidtica (Tabla 16).

Tabla 16. Caracteristicas de las 19 cepas de S. aureus aisladas de pacientes con EREA.

NUM FECHA PATRON RESISTENCIA
CENTRO spa PERFIL spa |

CEPA MUESTRA PFGE ANTIBIOTICA

1 CHGUV 20/10/2016 A t375 r49-r13-r23-r05-r17-r34-r33-r34 P+E+CC

2 CHGUV 16/05/2017 B 1359 r07-r23-r12-r21-r17-r34-r34-r33-r34 P

3 CHGUV 05/12/2016 C t078 r04-r21-r12-r41-r20-r17-r12-r12-r17 P

4 CHGUV 17/05/2017 D1 1021 r15-r12-r16-r02-r16-r02-r25-r17-r24 P+E

5 CHGUV 25/04/2017 E 14727  r07-r23-r12-r21-r17-r12-r12-r12-r17 P

6 CHGUV 25/04/2017 F 1692 r07-r12-r21-r17-r34-r34-r34-r34-r33-r34 P

7 CHGUV 26/04/2017 t209 r07-r16-r12-r23-r34 P+E

8 CHGUV 26/04/2017 A 1375 r49-r13-r23-r05-r17-r34-r33-r34 P+E+CC

9 CHGUV 06/09/2017 D2 1002 r26-r23-r17-r34-r17-r20-r17-r12-r17-r16 P

10 CHGUV 23/05/2017 H1 1622 r11-r19-r12-r21-r17-r34-r22-r25 P

11 CHGUV 31/05/2017 H2 1622 r11-r19-r12-r21-r17-r34-r22-r25 P

12 CHGUV 07/06/2017 B t359 r07-r23-r12-r21-r17-r34-r34-r33-r34 P

13 CHGUV 19/12/2017 | ND ND

14 HUP LaFe 15/05/2018 J ND ND E+CC

15 HUP LaFe 15/05/2018 | ND ND E+CC

16 HUPLaFe 13/11/2018 K ND ND P

17 CHGUV 02/02/2017 L ND ND P+E+CC

18 HUP LaFe 03/06/2019 ™M ND ND SENSIBLE

19 HUPLaFe 04/11/2019 L ND ND P+E+CC

ND, no datos; P, penicilina; E, eritromicina; CC, clindamicina.
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6. ASOCIACION ENTRE LA CONCENTRACION DE CITOQUINAS Y PARAMETROS
FISIOPATOLOGICOS Y MICROBIOLOGICOS

Se analizaron las correlaciones entre la concentracién de citoquinas en el sobrenadante
de las CEPN, y el recuento de eosindfilos tisulares y la concentracién de IgE en sangre periférica
de pacientes con EREA. También se determind la influencia de la colonizaciéon nasal por S. aureus

en la liberacién de citoquinas.

Para ello, fueron seleccionadas las citoquinas liberadas por SpA en su pico maximo de
concentracion, es decir, IFN-Y e IL-17A a las 6 horas, IL-10 a las 12 horas, e IL-13 e IL-21 a las 2
horas. En el caso de IL-8, la respuesta de las CEPN fue diferente a la observada en el resto de las
citoquinas: la concentracion aumentd siguiendo una cinética tiempo-dependiente y fue
significativamente mas alta en las células con BEBM, mientras que, tras la estimulacién con SpA,
se observo una reduccion de esta, siendo la media + s (IQR) del 50% + 7,0% (46,0% - 57,0%). Por
este motivo, para estudiar las asociaciones descritas, se tuvo en cuenta la concentracion de IL-8

a las 24 horas en las CEPN no estimuladas.

La produccién de IFN-Y (rho = 0,422; P = 0,134), IL-13 (rho = 0,573; P = 0,035), IL-17A (rho
= 0,462; P = 0,097) e IL-21 (rho = 0,524; P = 0,057) se correlacionaron positivamente con la
infiltracion de eosindfilos en el tejido polipoide, mientras que la liberacion de IL-10 (rho =-0,602;
P = 0,025) se correlaciond negativamente (Figura 42). Las diferencias fueron estadisticamente
significativas en el caso de IL-13 e IL-10. No se observé correlacién entre la produccion de IL-8 y
el recuento de eosindfilos en el tejido polipoide. En ningln caso, la concentracion de citoquinas

se correlaciond con la concentracion de IgE total en sangre periférica (Tabla 17).

Tabla 17. Correlacion entre la liberacion de citoquinas inducida por SpA en las CEPN de pacientes con
EREA (n= 14) y parametros fisiopatoldgicos.

EOSINOFILIA POLIPO NASAL IgE TOTAL SUERO
(EOSINOFILOS/HPF) (KAU/L)
rho (IC 95%) P rho (IC 95%) P
IFN-Y 0,422 (-0,157 — 0,785) 0,134 -0,235 (-0,690 — 0,353) 0,418
IL-10 -0,602 (-0,863 —-0,087) 0,025 -0,103 (-0,612 — 0,466) 0,727
IL-13 0,573 (0,044 - 0,851) 0,035 0,222 (-0,365 — 0,683) 0,442
IL-17A 0,462 (-0,108 — 0,804) 0,097 -0,295 (-0,722 — 0,296) 0,304
IL-21 0,524 (-0,027 — 0,831) 0,057 0,103 (-0,466 — 0,612) 0,727
IL-8 0,158 (-0,421 — 0,646) 0,584 0,137 (-0,438 — 0,633) 0,637

El calculo de rho y P (significacidn estadistica, P <0,05) se realizé con el método de correlacidn de rangos de Spearman.
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Figura 42. Relacién entre el nimero de eosinéfilos en los pdlipos nasales y la liberacion de IFN-Y (A), IL-10 (B), IL-
13 (C), IL-17A (D), IL-21 (E) inducida por SpA en las CEPN de pacientes con EREA (n= 14).
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La expresiéon de citoquinas inducida por SpA en las CEPN fue similar en pacientes con
cultivos nasales positivos y negativos para S. aureus, a excepcién de IL-10, cuya concentracién

fue significativamente superior en pacientes colonizados (P =0,008) (Figura 43, Anexo IX).
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Figura 43. Comparacion de la liberacion de IFN-Y (A), IL-10 (B), IL-13 (C), IL-17A (D) e IL-21 (E) inducida por
SpA, en las CEPN de pacientes con EREA con cultivos de colonizacion nasal positivos (n= 6) y negativos
(n=8) para S. aureus.

Los resultados se expresan como mediana (rango intercuartilico). La significacion estadistica (P valor) fue determinada
mediante la prueba U de Mann-Whitney. **P <0,01
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Al contrario que lo observado en IL-10, la concentracidn de IL-8 fue significativamente
mas alta en las células sin estimulo (BEBM) de pacientes con cultivos negativos para S. aureus (P
=0,025). Tras la estimulacién con SpA, los niveles de IL-8 fueron ligeramente mds altos en

pacientes con cultivos negativos, pero sin diferencias significativas (Tabla 18, Figura 44).

Tabla 18. Influencia de la colonizacién nasal por S. aureus en la liberacion de IL-8 por las CEPN de pacientes

con EREA, en presencia o ausencia de SpA.

CULTIVO POSITIVO CULTIVO NEGATIVO
P valor
S. aureus S. aureus
BEBM 9661,453 (8576,134 — 11052,690) 13500,000 (1265,800 — 13500,000) 0,025
SpA (1 pg/ml)  5545,182 (4961,967 — 5813,064) 6196,674 (5323,971 — 6891,969) 0,142

La concentracién de citoquinas (pg/ml) se expresa como mediana (rango intercuartilico). La significacion estadistica
(P valor) fue determinada mediante la prueba U de Mann-Whitney. Se consideré significativo un valor de P <0,05.
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Figura 44. Liberacion de IL-8 en las CEPN no estimuladas obtenidas de pacientes con EREA con
cultivos de colonizacion nasal positivos (n= 6) y negativos (n= 8) para S. aureus.

Los resultados se expresan como mediana (rango intercuartilico). La significacion estadistica (P valor) fue
determinada mediante la prueba U de Mann-Whitney. *P <0,05
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e
En este estudio se proporcionan nuevas evidencias acerca de la influencia de S. aureus en

la respuesta inmunitaria innata de pacientes con EREA. Para ello, se ha llevado a cabo Ia
estandarizacién de un modelo experimental de estimulacién celular in vitro con cultivos
primarios de células epiteliales de pdlipos nasales, caracterizandose la cinética de liberacidn de
citoquinas inducida por las proteinas de S. aureus: a-hemolisina y SpA. Ademads, se ha
investigado la relacién entre la liberacion de citoquinas y parametros fisiopatoldgicos, como la
infiltracion de eosindfilos en el tejido polipoide y la produccion de IgE en sangre periférica. Por
ultimo, dadas las altas tasas de colonizacidn nasal por S. aureus reportadas previamente en los
pacientes con EREA, se ha realizado la busqueda y aislamiento de dicho microorganismo, con el
objetivo de correlacionar su presencia con la produccién de citoquinas, asi como caracterizar las

cepas genotipicamente y en base su sensibilidad antibidtica.

1. SELECCION DE PACIENTES

La mayor parte de los estudios publicados acerca del papel de S. aureus en la fisiopatologia
de la RSCcPN, suelen comparar los resultados entre los dos grupos fenotipicos clasicos de RSC,
RSCcPN y RSCsPN, pudiendo englobar en un mismo grupo pacientes caracterizados por
presentar diferentes perfiles inflamatorios o endotipos de RSC. Este hecho podria explicar la
variabilidad encontrada entre los estudios publicados, asi como la dificultad para realizar

comparaciones entre ellos.

Para la realizacion de este estudio, con el objetivo de reducir dicha variabilidad y obtener
resultados mas especificos, se han seleccionado Unicamente pacientes con EREA, englobados
comunmente dentro del conjunto de RSCcPN. La eleccion de este grupo se ha realizado teniendo
en cuenta las altas tasas de colonizacién nasal por S. aureus, asi como la gravedad de la patologia

y su impacto en la calidad de vida.

La seleccidn de los pacientes con EREA se realizé de forma aleatoria, siguiendo el
calendario de las consultas externas o intervenciones quirdrgicas programadas de
polipectomias. Este procedimiento, a pesar de ser el mas utilizado en los estudios consultados
(252,270,271), puede influir en el reclutamiento de pacientes con mayor grado de poliposis o
recurrencias, en los que es necesaria la aplicacion de CENS para lograr un mejor control de la
enfermedad. De hecho, en nuestra cohorte, el 86% (n =48) de los pacientes se clasificaron en

grado 2/3 y sélo en el 28,6% (n= 16) no se habia realizado ninguna polipectomia previa.
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La mediana de la edad de los pacientes incluidos en el grupo EREA fue de 55,5 afios, siendo

el rango etario de los 50-59 afios el mas numeroso (41,1%). Entre los 40 y 69 afios se englobaron
el 87,5% de los pacientes. No hubo diferencias en cuanto al nimero de hombres y mujeres, pero
si en la distribucién de la poblacion segin el sexo y la edad. Observamos una clara
predominancia de mujeres en mayores de 50 afios (90% mujeres vs 61,5% hombres) y, por el

contrario, de hombres en menores de 50 afios (38,5% hombres vs 10% mujeres).

En la mayoria de los estudios realizados en pacientes con EREA, el nimero de mujeres es
superior al de hombres y el rango de edad predominante se sitda en los 40-50 afios (92,272).
Estos datos son coincidentes con estudios de prevalencia, en los que se ha descrito que el
diagndstico de EREA se suele establecer entre los 30 y 40 afios, con mayor incidencia en mujeres,
las cuales desarrollan cuadros clinicos mas severos (32). Por tanto, las diferencias de nuestra
poblacién en comparacion con otros estudios publicados, podria estar asociada con la inclusién
de pacientes que presentan una mayor progresiéon de la enfermedad y peor control de los

sintomas.

En este sentido, los pacientes con EREA incluidos en nuestro estudio se caracterizaron por
presentar un mayor grado de poliposis (86% con grado 2/3) y elevadas tasas de recurrencias tras
la cirugia (71,4% con 1 o mas episodios previos de CENS), asi como una mayor incidencia de
sintomas relacionados con una importante disminucion de la calidad de vida como, por ejemplo,
la obstruccion/bloqueo/congestidn nasal y el dolor/presién facial, que fueron reportados por el

80% y el 50% de los pacientes, respectivamente.

Otro de los aspectos indicativos de una mayor gravedad y progresién de la PN en nuestra
cohorte se relaciona con el manejo farmacolégico. Asi, en un elevado porcentaje de los
pacientes estudiados se habian pautado corticoides orales (64%), los cuales se emplean en casos
mas severos (EVA 3-7) cuando no se observa una mejoria con corticoides tépicos. Ademas, la
mayoria de ellos habia recibido tratamiento antibidtico previo (sin tener en cuenta los tres
meses antes de la inclusién en el estudio), con multiples pautas en mas de la mitad de los casos.
Unicamente en el 20% de los pacientes no se encontraron datos en relacién con la prescripciéon
o toma de antibidticos durante el curso de la enfermedad. Actualmente, en el tratamiento de la
RSCcPN, los antimicrobianos se recomiendan en asociacién a corticoides intranasales, en casos
de exacerbaciones o infecciones agudas de repeticion. Por tanto, el uso frecuente de antibidticos
en nuestra poblacion, principalmente claritromicina, es indicativo de episodios recurrentes
caracterizados por el incremento de la inflamacién a nivel local y el predominio de

sintomatologia obstructiva o rinorrea mucopurulenta.
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En este contexto, también consideramos relevante el porcentaje de pacientes tratados o
candidatos a tratamiento con omalizumab, que fue del 16%, 9% (n= 5) y 7% (n= 4),
respectivamente. Omalizumab es un anticuerpo monoclonal anti-IgE indicado como tratamiento
adicional a corticoides intranasales en pacientes adultos con RSCcPN grave o mal controlada. En
el momento de la inclusién de los pacientes en el estudio, la experiencia clinica con el uso de
anticuerpos monoclonales para el tratamiento de la RSCcPN era reducida, por lo que el
porcentaje anteriormente indicado, es un reflejo de las caracteristicas de nuestra poblacién, asi
como de la gravedad de la EREA dentro del conjunto de entidades englobadas en la RSC, donde
es necesaria la intervencion médica periddica para la modificacion de los tratamientos

farmacoldgicos como consecuencia de la falta de respuesta a las terapias disponibles.

La eficacia de omalizumab ha sido demostrada en la EREA, aunque la evidencia es menor
en comparacién con la RSCcPN y/o con el asma. En 2013, Gevaert et al (273) publicaron un
ensayo realizado en 24 pacientes con RSCcPN y asma comdrbida, de los cuales 12 tenian
antecedentes de reacciones de hipersensibilidad a la aspirina, aunque sin un diagndstico
definitivo de EREA. Demostraron que omalizumab disminuyd significativamente el tamafio de
los pélipos y los scores de la TC, asi como la mejora de los sintomas nasales, con la misma eficacia
en pacientes alérgicos y no alérgicos. En otro estudio, aunque no aleatorizado ni controlado con
placebo, Hiyashi et al (274), mostraron que la administracion de omalizumab en pacientes con
EREA provoca una reduccion significativa del LTE4 urinario y un metabolito de PGD2, lo cual se
correlaciond con una mejora de los sintomas debido a la reduccién de la actividad de los

mastocitos.

En cuanto al grupo control, se han incluido pacientes sanos sin patologia inflamatoria
nasosinusal con indicacién quirdrgica de septoplastia, en los que se han tomado muestras de
biopsias de la mucosa del cornete medio. Estos criterios de seleccidn justifican la diferencia de
edad entre los grupos EREA y control (55,5 afos vs 27,0 afios, respectivamente), pero también
son los empleados en estudios similares, los cuales, en comparaciéon con nuestro estudio,
difieren en el procedimiento realizado para la extraccidn de las biopsias, siendo mas frecuente
el empleo de biopsias de la mucosa del cornete inferior al ser una zona de mayor accesibilidad

durante la cirugia (230,252,275).

En este aspecto, es importante tener en cuenta que la composicién de la cavidad nasal
anterior y de la parte interna no es la misma. Por ello, el uso de muestras de diferente
localizacién ha sido cuestionado por algunos autores. A nivel histoldgico, la cavidad nasal

anterior o vestibulo nasal estd constituida por un epitelio escamoso no ciliado estratificado
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gueratinizado, mientras que la parte interna, esta revestida por un epitelio cilindrico ciliado,
pudiendo influir en el comportamiento del tejido frente a diferentes estimulos. Por ejemplo,
Pezato et al (276), determinaron la respuesta frente a la presidon hidrostatica intersticial,
obteniendo diferencias significativas entre la mucosa del cornete medio y del cornete inferior,
por lo que no recomiendan el uso de muestras del meato inferior en estudios de poliposis nasal
por la posibilidad de obtener resultados no comparables. En cambio, Van Crombruggen et al
(277), defienden la toma de biopsias del meato inferior en los controles, justificada por la
presencia de mediadores inflamatorios tipo 2, caracteristicos de la RSCcPN. En nuestro caso,
consideramos que el uso de biopsias del meato medio en los controles pudiera dar lugar a la
obtencién de resultados mas representativos, debido a las caracteristicas del epitelio, ser la
localizacién anatdmica en la que se originan los pdlipos y caracterizarse por una mayor rigueza

del microbioma, incluyendo S. aureus (278).

La inclusion de pacientes procedentes de dos centros hospitalarios diferentes permitio
reclutar un nimero elevado, 56 pacientes con EREA y 20 controles. Sin embargo, para los
experimentos de estimulacidn celular in vitro con SpA, el tamafio muestral quedo reducido a 14
pacientes con EREA y 6 controles. A pesar de ello, fue similar al de otros estudios que investigan
el papel de S. aureus en la respuesta inflamatoria asociada a la poliposis nasal. De hecho, en los
trabajos que diferencian los pacientes con EREA del resto de pacientes con RSCcPN, el tamafio
muestral correspondiente al grupo EREA suele ser inferior. Por ejemplo, en los trabajos
realizados por Sachse et al (214) y Pérez-Novo et al (57), fueron analizados 6 y 13 pacientes con
EREA, respectivamente. El tamafio de la muestra también es similar en trabajos que comparan
RSCcPN con RSCsPN y/o controles sanos; desde 12 pacientes con RSCcPN y 13 controles en el
estudio de Patou et al (252) hasta 52 pacientes con RSCcPN y 11 con RSCsPN en el realizado por
Okano et al (251).

A pesar de contar con un tamafio muestral pequefio, seleccionar pacientes con EREA de
forma independiente al conjunto de pacientes con RSCcPN, constituye una de las caracteristicas
mas relevantes de nuestro estudio, ya que nos ha permitido caracterizar de un modo mas
preciso el efecto de los antigenos estafilocdcicos en la liberacidn de las citoquinas seleccionadas,
disminuyendo la variabilidad debida a la participacién de mecanismos inflamatorios

subyacentes especificos de los distintos tipos de RSC.
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2. DISENO DEL MODELO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA PARA LA CUANTIFICACION
DE CITOQUINAS

En este trabajo se disefid un modelo de estimulacién celular, con el fin de aportar nuevas
evidencias acerca de la influencia de determinados componentes antigénicos de S. aureus en la

respuesta inmunitaria innata de la RSCcPN.

Los trabajos realizados por otros autores difieren en las metodologias y condiciones
empleadas (cultivos celulares, estimulos y concentracidn, tiempos de incubacion, métodos
analiticos para la cuantificacion de analitos, etc.), lo cual dificulta la posibilidad de realizar
comparaciones entre ellos en relacién con las moléculas analizadas, tanto a nivel cualitativo
como cuantitativo, por el espectro variable de analitos y por las concentraciones obtenidas,
respectivamente (Tabla 19). El disefio experimental propuesto se fundamenta en una

metodologia sencilla y especifica, con el fin de obtener resultados mas reproducibles.

2.1. Cultivos celulares

En los modelos experimentales similares al propuesto, es comun el empleo de tejido
polipoide para la estimulacién de las células presentes en el mismo, entre ellas macréfagos,
eosindfilos, mastocitos, linfocitos B, linfocitos T, células epiteliales, etc. Esto puede suponer una
limitacidn y sesgo en los resultados, ya que los pélipos nasales no son homogéneos vy la
composicion celular puede ser diferente entre los pacientes incluidos o entre los distintos grupos
de RSC. Del mismo modo, en el caso del grupo control, la estimulacion de homogenizados
tisulares obtenidos de los cornetes nasales, los cuales estan constituidos por diferentes células
y en diferentes proporciones, puede dar lugar a la obtencién de resultados con mucha

variabilidad y poco reproducibles.

Con base en lo expuesto anteriormente, consideramos que seleccionar un tipo celular
concreto puede ofrecer informacion mas precisa acerca de los mecanismos especificos frente a
un estimulo determinado. Asi, en este estudio se utilizaron cultivos celulares primarios de CEPN
de pacientes con EREA, y de CECNM de controles sanos. Previamente, en el ensayo para la
estandarizacién del modelo experimental, se utilizaron cultivos celulares de la linea
inmortalizada BEAS-2B como control basal de estimulacién. El efecto observado en las células
BEAS-2B fue muy similar al de las células epiteliales del grupo control, lo que demuestra la

validez de esta linea celular para el disefio y seleccidn de las condiciones del modelo in vitro.
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Las células epiteliales son componente fundamental de la respuesta inmunitaria innata;
forman parte del epitelio, el cual constituye la primera linea de defensa fisica frente a patégenos
u otras moléculas inhaladas. Estudios previos han demostrado que la enterotoxina B de S. aureus
es capaz de modular la respuesta inmunitaria innata al interaccionar con las células epiteliales
nasosinusales (279,280), las cuales liberan citoquinas y otros mediadores de la inflamacion,
fundamentales en el inicio de la respuesta inflamatoria Th2. Sin embargo, no hay estudios que
evallien el efecto de a-hemolisina y SpA en cultivos primarios de células epiteliales de pdlipos

nasales en la RSC.

La experiencia con la linea celular BEAS-2B es amplia en disefios experimentales para el
estudio de mecanismos celulares y moleculares involucrados, por ejemplo, en la carcinogénesis
pulmonar (281) o en las infecciones neumocdcicas (282). Sin embargo, es muy escasa en
estudios de RSC basados en modelos de estimulacién celular con antigenos microbianos.
Unicamente hemos encontrado un estudio en la literatura, publicado en 2018 por Lan et a/ (230),
en el que se emplean células BEAS-2B para la optimizacion del modelo de estimulacion celular
con cepas de S. aureus no productoras de enterotoxinas. En dicho estudio, obtuvieron un
incremento de IL-33 y TSLP en células BEAS-2B estimuladas, asi como la activacién de vias de
sefializacién mediadas NF-kB. Adicionalmente, la incubacidon con un antagonista del receptor
Toll-like 2 (TLR2) redujo significativamente la liberacion de TSLP e IL-33, y la actividad de NF-kB

en las células BEAS-2B estimuladas.

Una de las principales diferencias entre los cultivos celulares primarios y los cultivos de
una linea celular inmortalizada es que, en el caso de los primeros, el periodo de vida es limitado.
Es decir, las células crecen durante un cierto niumero de pases que depende, sobre todo, del tipo
celular y condiciones de cultivo. Al alcanzar la fase de senescencia, las células acumulan
numerosas anormalidades y se pierden las funciones especializadas, lo que conduce a la muerte
celular. En la fase inicial del estudio era imprescindible disponer de una concentracién muy
elevada de células epiteliales, por lo que esta limitacion fue crucial en el proceso y el motivo por
el cual tuvimos que recurrir al empleo de la linea celular inmortalizada, ya que con las muestras
de pacientes control no se logré alcanzar la concentracion minima requerida. En el caso de las
muestras de pdlipos nasales, aunque se invirtié un nimero muy alto (36 muestras en total), se
logré llegar al final del proceso con 3 muestras, lo cual fue importante para poder establecer las
condiciones de estimulacidén y simplificar el proceso para los estudios posteriores. Asi, en las

fases sucesivas, de 20 muestras de pdlipos nasales utilizadas, sélo se perdieron 6 de ellas.

136



Discusion
e
Ademads del proceso de senescencia, otros factores fueron determinantes en la pérdida

de rendimiento del cultivo celular primario en la fase inicial. La realizacidon de tantos pases
sucesivos incremento el riesgo de contaminacién, observandose la presencia de bacterias en el
medio liquido, asi como el desplazamiento de las células epiteliales por fibroblastos a partir del
tercer o cuarto subcultivo (Figura 45). A pesar de emplear un medio selectivo de células
epiteliales bronquiales (BEBM), caracterizado por la ausencia de suero, la inhibicién de los
fibroblastos pudiera no ser completa invadiendo el cultivo celular al presentar una mayor tasa

de crecimiento.
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Figura 45. Limitaciones encontradas en la realizacidn de los cultivos celulares primarios de células epiteliales.
A) Contaminacion bacteriana. B) Crecimiento de fibroblastos.

2.2. Seleccion de las proteinas de S. aureus

La influencia de S. aureus en la patogénesis de la RSCcPN se ha relacionado mas
frecuentemente con las enterotoxinas estafilocdcicas, debido, en gran medida, a sus
propiedades superantigénicas. De todas ellas, SEB ha sido la mds cominmente estudiada. Sin
embargo, cepas de S. aureus no productoras de enterotoxinas también han demostrado la
induccion de reacciones inflamatorias, por lo que la presencia de otras proteinas también podria

desempenfiar un papel clave en la patogénesis de la RSCcPN (230).

En nuestro modelo experimental, los estimulos utilizados fueron las proteinas de S. aureus
a-hemolisina y SpA. Ambas son capaces de inducir la activacion de respuestas celulares
mediante la liberacién de mediadores inflamatorios e incluso, SpA, presenta actividad
superantigénica (162,163,165,167-171). A pesar de ello, han sido muy poco estudiadas en el
contexto de la RSCcPN, sin evidencias de su efecto en células epiteliales de pélipos nasales, pero
si en el conjunto de células presentes en estos tejidos, con resultados que demuestran su
participacidon en la respuesta inflamatoria (247,251,252,283). Los principales hallazgos se

desarrollan en el apartado 3 y se muestran en la Tabla 19.
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Tabla 19. Estudios experimentales en RSC con determinantes antigénicos de S. aureus: caracteristicas metodoldgicas y principales hallazgos.

Referencia Pacientes Cultivo celular Estimulo (concentracion) Mediadores diana L
o . . p e e Principales hallazgos
Afio, pais (n) RSCcPN Tiempo (Método cuantificacion)
Calus et al (284) Tejido PN SEB aumenta los niveles de IL-21 y de
o RSCcPN (35) _ SEB (0,5 pug/mL); 24 horas IL-21 (ELISA) )
2017, Bélgica homogeneizado las células T CD4+ IL21+ en la RSCcPN.
.. SEB y a-hemolisina aumentan IL-22 en
Noyama et al (283) RSCcPN (22) i SEB y a-hemolisina (1,0 ng/ml); .
i Células PN IL-22 (ELISA) la PN. Lo correlacionan con la mayor
2017, Japdn Control (8) 72 horas »
expresion de MUC1.
SEB aumenta IL-1B, TNF-a, IFN-Y, IL-2,
SEB (0,5 ug/mL), SpA (10 IFN-Y IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-
Patou et al (252) RSCcPN (12) i . IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 en la PN. SpA
o Células PN pg/mL), ALT (10 pg/mL); 0,5y 24 13... (Multi-spot assays). TGF- . .
2008, Bélgica Control (13) . . aumenta IL-5, histamina, PGD2 vy
horas B1, PGD2, histamina... (ELISA) .
leucotrienos en la PN.
a-hemolisina aumenta todas las
. citoquinas en las células de PN, de
a-hemolisina (0,01,0,1y 1,0
Okano et al (247) RSCcPN (22) i IL-5, IL-13, IL-10, IFN-Y, IL-17A forma comparable a SEB en IL-5, IL-13 e
i Células PN ng/ml); 24y 72 horas. . .,
2014, Japdn RSCsPN (9) (ELISA) IL-10. Menor liberacién de IL-10
SEB (1,0 ng/ml); 72 horas . . -
inducida  por  a-hemolisina  en
asmaticos.
Damm et al (279) RSC (14) SEB aumenta IL-6 pero no IL-8; ambos

2006, Alemania

Okano et al (251)
2015, Japdn

Biggs et al (285)
2019, Inglaterra

Lan et al (230)
2018, Bélgica

Control (11)

RSCCPN (52)
RSCsPN (11)

RSCCPN (10)
Control (5)

RSCcPN (20)
Control (21)

Células epiteliales

Células PN

Células PN

Células PN

SEB (10 ng/ml); 0 y 24 horas

SpA (0,1, 1,0, 10 ug/mL); 24y 72
horas

SEB (10 ng/ml); 24 horas

S. aureus no enterotoxigénico
(2,0 x 107 UFC/pocillo); 24 y 48
horas

IL-1B, IL-6, IL-8 (ELISA)

IL-5, IL-13, IL17A, IFN-Y, IL-10,
IL-12 p70. (ELISA)

IFN-Y, IL-5, IL-17A (Luminex®)

IL-4, IL-5, IL-13, TSLP, IL-33
(Luminex®)

mas elevados en pacientes control.

SpA incrementa IL-13, IL-17A e IL-10 en
la  PN.
proinflamatorio/regulador.

Demuestran sus efectos

SEB aumenta IFN-Y, IL-5 e IL-17A en los
PN, compatible con una respuesta
inflamatoria sesgada hacia Th2/Th17.

S. aureus induce un aumento de TSLP,
IL-33 e IL-5 en las células de PN.

PN, poliposis nasal; SEB, enterotoxina B de S. aureus; ALT, acido lipoteicoico
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2.3. Metodologia para la cuantificacion de citoquinas

Para una mayor comprensién de los mecanismos inflamatorios y/o de los procesos de
activacion de la respuesta inmunitaria innata del epitelio sinusal frente a patégenos, es esencial
la determinacion de multiples citoquinas. Estos procedimientos suelen ser complejos y lograr
una cuantificacion precisa supone un verdadero desafio, al estar condicionada por las
caracteristicas de dichas moléculas, como los bajos niveles de producciéon (rango pg), los

procesos dindmicos de secrecién y la vida media corta.

Las técnicas multiplex, como las basadas en Luminex o citometria de flujo, estan siendo
cada vez mas utilizadas. En comparacion con el ELISA (enzyme linked immunosorbent assay),
método mas comunmente empleado, permiten la cuantificacién de multiples citoquinas en un
volumen pequefio de muestra, presentando un rango de deteccidn mds amplio para cada uno

de los analitos.

Debido a las ventajas anteriormente mencionadas, y dado que en el presente trabajo se
determind la concentracion de 8 citoquinas diferentes en 50 ul de sobrenadante de cultivo

celular, se seleccioné Luminex® Xmap® como método de cuantificacion.

2.4. Seleccidon de las citoquinas analizadas

La funcién de numerosas citoquinas y mediadores inflamatorios ha sido objeto de
numerosas investigaciones, principalmente en la RSCcPN y RSCsPN, pero también en la EREA
(Tabla 20). Las respuestas mediadas por citoquinas Th2, como IL-4, IL-5 o IL-13, asi como el
incremento de la eosinofilia tisular, han sido cldsicamente relacionados con la fisiopatologia de
la PN (79). Sin embargo, estudios realizados en homogeneizados tisulares de pacientes con RSC
han demostrado una amplia variedad de perfiles inflamatorios, con participaciéon de otros
subtipos celulares, como Thl y Th17, e incluso, la expresion simultanea de diferentes tipos de
respuesta en un mismo tejido (4). Del mismo modo, en la EREA se ha demostrado que, ademas
de la inflamacién Th2 predominante, las respuestas tipo 1 y tipo 3 juegan un papel importante,
siendo muy caracteristica la mayor expresion de IFN-Y (citoquina Th1l) en comparacién con

pacientes tolerantes (286).

Con base en estos hallazgos, consideramos esencial incluir en nuestro estudio citoquinas
relacionadas con diferentes tipos de respuesta y efectos tisulares. Asi, analizamos citoquinas
representativas de la respuesta inmunitaria tipo 1 (IFN-Y e IL-21), tipo 2 (IL-5, IL-13, IL-8, IL-10 e
IL-33) y tipo 3 (IL-17A).
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Tabla 20. Principales citoquinas relacionadas con la patogénesis de la RSCcPN y la EREA.

. . Respuesta 3 Probable papel en la RSCcPN y/o EREA. Otras funciones bioldgicas
Citoquinas | . Células que las producen .
inflamatoria (Referencias)
Marcador tipico de EREA (y RSCsPN). Induce el aumento Cys-LTs y la expresion de sus receptores, asi como
IFN-Y Tipo 1 Linfocitos Th1, células NK la diferenciacién de eosindfilos, por lo que favorece la inflamacién. Disminuye las células Th2 y la IgE, y
promueve la activacion de células epiteliales, endoteliales y macréfagos (95,286).
. . Escasa evidencia. Promueve la diferenciacidn, activacion y proliferacién de linfocitos T CD4+ y linfocitos B,
) Linfocitos T colaboradores ., . . L . .
IL-21 Tipo 1 folicul la produccién de anticuerpos y el cambio de clase de Ig. Promueve la actividad citotéxica de células T CD8+
oliculares
y NK (1,284).
" Tino 2 Linfocitos Th2, ILC2, Marcador importante en RSCcPN y EREA. Favorece la respuesta Th2, el reclutamiento de eosindfilos y la
- ipo
P mastocitos, eosindfilos induccion del cambio de clase a IgE. Induce la activacion de macroéfagos (1,92).
LS Tioo 2 Linfocitos Th2, ILC2, Marcador tipico de RSCcPN y EREA. Potente activador de eosinéfilos. (1,287).
- ipo
P mastocitos, eosinoéfilos
Linfocitos Tha. ILC2 Marcador importante en RSCcPN y EREA. Favorece la respuesta Th2, el reclutamiento de eosindfilos y la
INTocCItos , , . Ly . , A o . -
IL-13 Tipo 2 . o induccién del cambio de clase a IgE. Induce el acimulo de fibrina en el epitelio, favoreciendo el crecimiento
mastocitos, eosindéfilos - o . i
de los pélipos. Efecto inhibidor sobre monocitos/macréfagos (1,92).
. , Escasa evidencia en EREA, aunque se han reportado niveles incrementados (marcador importante en la PN-
. Monocitos/macrofagos, . . .. e . g . .
IL-8 Tipo 2 i o FQ). Potente efecto proinflamatorio y quimioatrayente de neutrofilos, eosindfilos y linfocitos T CD8+
células epiteliales
(82,288).
Linfocitos Th2 Escasa evidencia. Se ha relacionado con alteraciones de la barrera epitelial y con respuestas a alérgenos y
InTocItos , . . .. . L . . L .
IL-10 Tipo 2 ] microorganismos. Efecto antiinflamatorio: disminuye las citoquinas Th2 y la activacion de células Thly Th2
macrofagos, NK
(92,289).
IL25 Tio 2 Linfocitos Th2, células Se han reportado niveles incrementados en la RSCcPN y la EREA, donde potencia la respuesta inflamatoria
- ipo
P epiteliales Th2, al inducir la liberacion de IL-4, IL-5 e IL-13 por las ILC2 (1,228).
IL-33 Tino 2 Linfocitos Th2, células No se han reportado niveles incrementados en la RSCcPN ni en la EREA, pero se ha relacionado con su
- ipo
P epiteliales patogénesis al inducir la producciéon de citoquinas Th2 y el reclutamiento de eosinéfilos (1,92,228).
. . . Se han reportado niveles incrementados en la RSCcPN y la EREA. Aumenta la liberacién de IL-6 y GM-CSF
IL-17A Tipo 3 Linfocitos Th17

tisular, favoreciendo la inflamacidn eosinofilica persistente (290).
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3. RESPUESTA INDUCIDA POR a-hemolisina y SpA

Como se ha mencionado anteriormente, las proteinas a-hemolisina y SpA son capaces de
inducir la liberacion de mediadores por varias células diana en pacientes con RSCcPN. Ademas,
su efecto también ha sido demostrado en el estudio de otras patologias con marcado
componente inflamatorio, como la dermatitis atdpica (171), asi como en otras células epiteliales
de linea diferentes de BEAS-2B (168,291). Sin embargo, sus efectos en las células BEAS-2B y en

cultivos primarios de CEPN ha sido muy poco estudiado.

En el modelo de estimulacién propuesto, a-hemolisina y SpA provocaron diferentes
efectos en las células. a-hemolisina (1 pg/ml) Unicamente destacd por inducir la liberacidn de
elevadas concentraciones de IL-8 en células BEAS-2B, mientras que la respuesta fue muy discreta
en las CEPN. Por el contrario, SpA (1 ug/ml) indujo la liberacidn de todas las citoquinas analizadas
en las CEPN, excepto IL-5 e IL-33, provocando un aumento discreto de IFN-Y e IL-17A en las

células BEAS-2B.

3.1. oa-hemolisina

En células epiteliales de linea, a-hemolisina (40 — 2000 ng/ml) es capaz de inducir la
produccidn de elevadas concentraciones de IL-8 e IL-6, pero no de otras citoquinas, como IL-4,
IL-5, IL-10 o IFN-Y (168,291). Estos resultados son similares a los obtenidos en nuestro modelo,
donde la liberacion de IL-8 inducida por a-hemolisina (1 ug/ml) en células BEAS-2B, se

caracterizé por su intensidad y cinética tiempo-dependiente.

Pero en contra de lo esperado, a-hemolisina no indujo el mismo efecto en las CEPN de
pacientes con EREA. Estudios previos, como el realizado por Okano et al (247), han demostrado
que las células de pdlipos nasales de pacientes con RSCcPN, son capaces de liberar IL-5, IL-13,
IFN-Y, IL-17A e IL-10, al ser estimuladas con concentraciones bajas de a-hemolisina (0,01, 0,1y
1,0 ng/ml) durante tiempos prolongados, concretamente 24 y 72 horas. En consonancia,
estudios realizados en pacientes con dermatitis atépica, han demostrado que la estimulacion de
células T con diferentes concentraciones de a-hemolisina (€100 ng/ml), provocan la liberacidn

de IFN-Y (169), IL-22 (170) e IL-17 (171).

Es conocida la participacion de a-hemolisina en diferentes vias de sefalizacion
intracelular, donde concentraciones elevadas pueden desencadenar fendmenos de apoptosis
con distintas susceptibilidades en funcién del tipo celular (166). En nuestro estudio, se empled

una concentraciéon Unica de 1 pg/ml y no se realizaron ensayos de citotoxicidad a diferentes
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concentraciones. Aunque desconocemos el efecto en células epiteliales nasales, esta

concentracién ha demostrado ser capaz de inducir la muerte celular de linfocitos T con tan solo

30 minutos de exposicién (169).

Por ello, antes de afirmar que a-hemolisina no induce la liberacién de citoquinas en las
CEPN de pacientes con EREA, seria necesario realizar ensayos de estimulacién adicionales,
empleando concentraciones subliticas de toxina (<100 ng/ml) y considerando también su

estudio en tiempos mas cortos (1 hora y/o 30 minutos).

3.2. SpA

En nuestro estudio encontramos que la respuesta a la estimulacion con SpA de las células
epiteliales de pdlipos nasales de pacientes con EREA, indujo la liberacion de IFN-Y, IL-21, IL-17A,
IL-10, IL-13 e IL-8, con niveles significativamente mas elevados en comparacion con las células
sin estimulo, excepto en IL-8, cuyos niveles fueron significativamente mas altos en las células no
estimuladas con SpA, conteniendo medio de cultivo BEBM. Las cinéticas de liberacién y niveles
de expresion siguieron un patrdén similar en IFN-Y, IL-21 e IL-17A, mientras que para IL-8, IL-10 e

IL-13 fueron muy diferentes a las anteriores y entre si.

Estas citoquinas se relacionan con diferentes respuestas inflamatorias y funciones
celulares. De esta forma IFN-Y, IL-17A e IL-13 son importantes marcadores proinflamatorios
reconocidos, especialmente relacionados con el reclutamiento y diferenciacidn de eosinéfilos,
promoviendo la inflamacion eosinofilica persistente en pacientes con RSCcPN y/o EREA. Sin
embargo, difieren en su origen y respuestas inflamatorias, favoreciendo la actividad Th1, Th17
y Th2, respectivamente. Por otro lado, hasta nuestro estudio, no se ha descrito una relacién
significativa con respecto a la presencia de las citoquinas IL-21, IL-8 e IL-10 en los pacientes con

EREA.

De todas las citoquinas mencionadas, especialmente observamos diferencias
significativas al estudiar la IL-8, potente citoquina proinflamatoria y quimioatrayente de
neutrdfilos, eosindfilos y linfocitos T. Su produccidn siguié una cinética tiempo-dependiente,
mostrando un incremento elevado a partir de las 8 horas y llegando a alcanzar concentraciones
superiores a los 6.000 pg/ml en las CEPN estimuladas con SpAy a los 10.000 pg/ml en las células

sin estimulo.

Estos resultados demuestran que SpA es capaz de ejercer una regulacién negativa en la

produccién basal de IL-8 por las CEPN, y desempeiiar un papel regulador en la respuesta
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inmunitaria innata de pacientes con EREA. Kohanski et al (270), determinaron la respuesta de
las células epiteliales sinusales a diferentes indculos de S. aureus, y obtuvieron una menor
liberacién de IL-8 en las células de pacientes con RSCcPN en comparacién con su poblacion
control. También, Damm et al (279) demostraron una mayor produccion de IL-8 en células
epiteliales de controles estimuladas con SEB. Aunque son necesarios estudios adicionales para
determinar el efecto de S. aureus o las proteinas estafilocdcicas en la produccidn de IL-8 por
células epiteliales nasosinusales, estos resultados sustentan la hipdtesis de que S. aureus podria
influir en la atenuacioén de la respuesta inflamatoria innata en la PN, creando un entorno que

predispone a la colonizacidn nasal persistente.

IL-10 es una citoquina antiinflamatoria con importantes funciones en la respuesta del
epitelio de las vias respiratorias tras la interaccidon de agentes patégenos, dando lugar a una
reduccion en la sintesis de citoquinas Th1ly Th2 (289). La liberacién de IL-10 inducida por SpA en
las CEPN de pacientes con EREA muestra un aumento significativo con respecto al grupo control
a las 12 horas de estimulacidon, mostrando una cinética muy diferente a la del resto de

citoquinas.

Estudios basados en la estimulacién de monocitos humanos con lipopolisacarido
bacteriano, han demostrado que la produccién de IL-10 ocurre mas tarde en comparacién con
otras citoquinas con potencial efecto proinflamatorio, alcanzando el maximo a las 24-48 horas
(292). Por tanto, nuestros resultados podrian respaldar la hipdtesis de que IL-10 participa en las
Ultimas fases de la respuesta inmunitaria innata, disminuyendo el efecto inducido por Ia

liberacion temprana de citoquinas proinflamatorias tras la exposicion al estimulo.

También, cabe destacar, la elevada expresion de IFN-Y detectada en las CEPN estimuladas
con SpA, con valores entre 7,2 y 13,9 veces superiores, dependiendo del tiempo de exposicion,
en comparacion con el grupo control. Como se ha mencionado anteriormente, IFN-Y es una
citoquina Th1l relacionada con la patogénesis de la RSCsPN. Pero ademads, constituye un
marcador tipico de EREA, donde se ha relacionado con la activacion de eosindfilos, siendo estas
células una fuente importante de IFN-Y (286). En la misma direccién, Hu et al (293) demostraron
gue SpA es capaz de inducir la expresidon de IFGR1 y pJAK-2 en células epiteliales nasales de

pacientes con RSC, activando las vias de sefializacion mediadas por IFN-Y.

Del mismo modo, los eosindfilos y las células ILC2 se han relacionado con la produccién
de IL-13, importante citoquina Th2, la cual participa en el reclutamiento y activacién de los
eosinodfilos, y promueve la inflamacién a nivel local (92). En nuestro estudio, las concentraciones

de IL-13 inducidas por SpA en las CEPN no fueron elevadas, detectdndose un mayor incremento
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a las 2 horas de estimulacidn, lo que pudiera estar en asociacidon con una respuesta rapida al

estimulo.

En cuanto al papel de IL-17A en la RSCcPN, existen diversos estudios, como el realizado
por Mikihara et al (290) en modelos de estimulacion del tejido polipoide in vivo y ex vivo con
SEB, en el que se demuestra que el aumento de los niveles de IL-17A estd directamente
relacionado con una mayor inflamacién eosinofilica. Los resultados obtenidos en nuestro
estudio también ponen de manifiesto un incremento significativo de IL-17A en comparacion con
el grupo control, con una concentracién media 4,3 veces superior en el grupo EREA,

independientemente del tiempo de exposicion.

En resumen, estos resultados demuestran que SpA puede ejercer un efecto dual en las
células epiteliales nasales, induciendo la liberacion de citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias, con el objetivo de modular la respuesta inmunitaria innata de pacientes con
EREA. Ademas, es capaz de ejercer una regulacidn negativa en la liberacién de IL-8, potente
citoquina proinflamatoria con niveles de expresion muy elevados en las CEPN no estimuladas.
Todo ello, sustenta la hipdtesis de que S. aureus podria influir en la atenuacion de la respuesta
inflamatoria innata en la PN, creando un entorno que predispone a la colonizaciéon nasal

persistente.

4. CARACTERISTICAS DE S. aureus
4.1. Cultivo bacteriolégico de las muestras de exudado nasal

Como ya se ha comentado previamente, la colonizacion nasal por determinados
microorganismos ha sido relacionada con el desarrollo y gravedad de la RSCcPN, lo que ha
conducido a la realizacidon de numerosos estudios para determinar la composicion y diversidad

de la microbiota nasal en los diferentes tipos de RSC.

En nuestro estudio, las muestras nasales tomadas con hisopo de los pacientes con EREA,
fueron cultivadas con el objetivo de identificar la colonizacidn por S. aureus y proceder al
aislamiento de estas cepas para su caracterizacion microbioldgica. Por tanto, las condiciones de
cultivo fueron seleccionadas en base a dicho propésito, impidiendo el aislamiento de
microorganismos de dificil crecimiento, crecimiento lento o requerimientos nutricionales
especificos, como Haemophilus spp., hongos filamentosos o bacterias anaerobias. Asi mismo,

para una mayor comprension de las caracteristicas de la poblacién estudiada, se decidio realizar
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un analisis descriptivo mediante la identificacién de todos los microorganismos aislados en el

cultivo bacterioldgico.

De los cultivos con crecimiento (76,8%), la mayoria fueron polimicrobianos (83,7%), con
una media de 2,2 aislamientos diferentes por paciente. En total se identificaron 86 especies
bacterianas y fungicas diferentes. La mas predominante fue S. epidermidis, representando el
33,7% de los aislamientos, seguido de S. aureus en el 22,1%. De hecho, el grupo correspondiente
a los gram positivos fue mucho mdas numeroso en comparacion con las bacterias gram negativas

y hongos.

Estudios realizados mediante técnicas basadas en cultivo describen una distribucion
microbiana diversa en pacientes con RSC, con algunas discrepancias en las especies reportadas,
principalmente en relacidon con bacilos gram negativos y anaerobios. No obstante, la mayoria de
ellos demuestran una mayor tasa de ECN, S. aureus, Streptococcus spp. y H. influenzae, entre las
bacterias aerobias/anaerobias facultativas, y de Prevotella spp. y Peptostreptococcus spp., entre
las bacterias anaerobias estrictas (119,120,217). Aunque la variabilidad encontrada podria ser
debida a las diferencias interindividuales, las caracteristicas metodoldgicas juegan un papel muy
importante. Entre ellas destacan la seleccidon de los métodos de muestreo (lavado, biopsia,
frotis, etc.), las regiones anatdomicas muestreadas (cavidad nasal o senos paranasales), los
procedimientos de cultivo (con o sin medios especificos) o tiempos de incubacién, los criterios
de seleccion de pacientes (diferenciaciéon entre los distintos tipos de RSC, edad, asma

concomitante, gravedad, etc.) y el consumo de antibidticos previo a la toma de la muestra.

De todas estas causas de variabilidad, nos parece de suma importancia la zona de
muestreo, ya que no todas las regiones de la cavidad nasal estan igualmente involucradas en la
patogénesis de la RSCcPN ni contienen los mismos microorganismos, los cuales, a su vez, podrian
influir en el desarrollo y agravamiento del cuadro clinico. Puesto que el meato medio es la zona
en la que se originan los pdlipos y comunica con la cavidad nasal anterior, la cual constituye el
nicho ecoldgico principal de S. aureus en humanos (210), esta localizacion deberia ser

considerada de eleccidn en estudios de este tipo.

En los ultimos anos, el estudio del microbioma ha adquirido especial interés motivado,
principalmente, por el desarrollo de técnicas de gendmica o metagendmica, como la
secuenciacién dirigida del gen 16S rRNA o la secuenciacién del genoma completo, las cuales
permiten caracterizar de forma mads precisa la composicién y diversidad de las comunidades
microbianas. De un modo general, han reemplazado a los métodos convencionales de cultivo,

los cuales, debido a sus limitaciones, se han considerado subdptimos para este tipo de estudios.
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Los métodos de secuenciacién, ademas de presentar una mayor sensibilidad y rendimiento,
proporcionan mas informacién al detectar microorganismos no cultivables o dificilmente
cultivables. Entre las limitaciones destacan la deteccién de microorganismos no viables, el

elevado coste y la escasa aplicabilidad en la practica clinica de determinados procesos.

Cabe destacar que la aplicacion de las técnicas de secuenciacién del gen 16S rRNA en
estudios de microbioma en RSCcPN, ha permitido demostrar una menor diversidad bacteriana,
asi como una reduccién en la uniformidad de especies (294,295). En la RSCcPN, la reduccién de
riqueza del microbioma pudiera favorecer la colonizacidn por un determinado microorganismo

y el incremento de su concentracién en la cavidad nasal como, por ejemplo, de S. aureus.

En cuanto a la composicién bacteriana de la microbiota, al igual que con los métodos
basados en cultivo, se han encontrado diferencias entre los diferentes estudios. Asi mismo, en
términos generales, las especies mas prevalentes en RSCcPN son S. epidermidis, S. aureus,
Haemophilus influenzae, Escherichia coli o Propionibacterium (Cutibacterium) acnes, entre otros
(120,296). En esta variabilidad también pudiera influir el uso previo de antibidticos, asi como,

las diferencias en las zonas de muestreo.

Actualmente, en el contexto de la RSCcPN, las técnicas de secuenciacién no se aplican en
la prdctica clinica diaria, pero si son ampliamente utilizadas en estudios de investigacion,
fundamentales para esclarecer el papel del microbioma en su patogénesis y determinar las
medidas terapéuticas o preventivas que pudieran suponer una mejora para el control de la

enfermedad.

Aunque faltan evidencias cientificas para determinar con exactitud la influencia de los
microrganismos en la RSCcPN y, por tanto, en la EREA, la aplicacién de estrategias de diagndstico
microbioldgico podria ser coste-efectiva y de gran utilidad. Por ejemplo, podria fundamentarse
en el empleo de PCRs multiplex o microarrays dirigidos frente a patégenos especificos
relacionados con infecciones agudas o con participacidon en el agravamiento de la RSCcPN,
seguidas del cultivo bacteriolégico para el aislamiento y estudio de sensibilidad de los patégenos
detectados. Ademas, probablemente, la aplicacion de estas técnicas podria favorecer la

optimizacidn y reduccién del consumo de antibidticos en pacientes con EREA.

4.2. Colonizacion nasal por S. aureus en pacientes con EREA

En nuestra serie, S. aureus fue aislado en el 34% (n= 19) de los pacientes con EREA

incluidos en el estudio (n=56). El cultivo bacteriolégico fue realizado a partir de muestras nasales
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tomadas con hisopo, obteniendo un elevado porcentaje de cultivos estériles (23,2%, n=13), por

lo que consideramos que la tasa de colonizacién obtenida pudiera estar infraestimada.

La ausencia de crecimiento microbiano en los cultivos fue detectada Unicamente en las
fases mas iniciales del proyecto, siendo atribuidos al empleo de alguna sustancia inhibidora del
crecimiento bacteriano previo a la toma de la muestra. Este resultado no pudo ser cotejado con
las muestras de tejido (pdlipos nasales) recogidas simultaneamente, puesto que, debido al
tamafio de los pdlipos y sobre todo a las limitaciones intrinsecas de la propia técnica, se

destinaron integramente al cultivo primario de células epiteliales.

Ademas, la infraestimacidn de la prevalencia en nuestra cohorte se sustenta por el hecho
de ser muy inferior a la reportada por otros autores en pacientes con EREA. Por ejemplo, Van
Zele et al (211), obtuvieron porcentajes superiores al 65% en el grupo de PN y asma, y del 85%
en el grupo de PN e hipersensibilidad a la aspirina, aunque con un tamafio muestral reducido
(n=18 y n= 8, respectivamente). Navalpotro et al (5), incluyeron en su estudio 28 pacientes con
EREA, siendo detectada la presencia de S. aureus en el 68%. Sin embargo, no es frecuente
encontrar una diferenciacién del grupo EREA en estudios de RSCcPN y colonizacién por S. aureus,
por lo que no disponemos de informacion extensa y contrastada en la literatura. En pacientes
con RSCcPN se han realizado mas estudios, generalmente comparando entre RSCsPN y controles
sanos, con porcentajes de prevalencia de S. aureus que oscilan entre el 24% y el 63% (211,218),

valores mas préximos a los obtenidos en la poblaciéon estudiada.

Como se puede observar en estas cifras, los datos de prevalencia de S. aureus publicados
en la literatura son muy variables entre los diferentes estudios, tanto en la EREA como en la
RSCcPN. También, en la poblacién adulta general existe una variacion global de la prevalencia
de portadores nasales de S. aureus entre estudios, siendo aproximadamente del 50%, con

diferenciacion entre individuos con colonizacidn persistente (20%) o intermitente (30%) (118).

En linea con los puntos anteriormente descritos, las causas metodoldgicas juegan un
importante papel en la variabilidad de los resultados. En este sentido, destacan las técnicas
empleadas para la deteccidn de S. aureus (cultivo bacterioldgico o técnicas moleculares) y los
procedimientos de toma de muestra (lavado nasal o hisopo) o la inclusion de muestras de
polipos nasales. En este ultimo caso, se esperaria obtener un mayor rendimiento al poder
recuperar microorganismos adheridos al tejido o formando parte de biofilms mediante un
proceso previo de sonicacién. Sin embargo, se trata de una muestra extraida mediante un

procedimiento invasivo, cuya realizacion no esta justificada en la totalidad de los casos.
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En cuanto a los procedimientos utilizados para la deteccién de S. aureus, el cultivo
bacterioldgico es el procedimiento mas cominmente utilizado. Sin embargo, en comparacion
con las técnicas moleculares presenta menor sensibilidad. Por ello, estudios basados
Unicamente en técnicas tradicionales de cultivo, podrian proporcionar datos infraestimados de
colonizacion nasal en la poblacidon general (296), lo cual también podria extrapolarse a los
estudios de RSCcPN o EREA. Ademas, la sensibilidad se reduce significativamente si el cultivo se
realiza directamente en placa, sin la aplicacion previa de un medio liquido de enriquecimiento.
Por ejemplo, en el estudio realizado por Tsang et al (297), en el que se incluyeron 257 pacientes
sanos prequirurgicos (artroplastia articular), se obtuvieron porcentajes de colonizacion nasal por
S. aureus del 37,9% (IC 95%: 32,0 — 44,0) y del 33,7% (IC 95%: 24,2 — 44,3) con PCR (Xpert S.
aureus Nasal Complete Assay, GeneXpert instrument, Cepheid) y cultivo pre-enriquecido con un
medio liquido (Sigma Tryptic Soy broth), respectivamente, mientras que el porcentaje se redujo

significativamente hasta el 23,6% (IC 95%: 17,4 — 30,9) con el cultivo directo en placa.

En nuestro trabajo, la deteccién de S. aureus en los hisopos tomados de pacientes con
EREA se realizdé mediante ambos procedimientos, el cultivo bacterioldgico en sus dos
modalidades (directamente en placa y con pre-enriquecimiento en medio liquido) y por PCR
Real-Time en la plataforma BDMAX™ (Becton Dickinson). Ambos métodos se aplicaron sobre la
misma muestra, primero el cultivo e inmediatamente después la PCR, sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas entre ambos. Unicamente se detecté un caso discordante,
positivo para S. aureus por PCR y negativo por cultivo, lo que podria explicarse por la baja carga
bacteriana presente en la muestra (CT 33,5), por la deteccidon de DNA de cepas no viables o por
el crecimiento abundante de otros microorganismos identificados que podrian afectar al
crecimiento de S. aureus, entre ellos, P. mirabilis, S. epidermidis y S. hominis. Aunque la
concordancia entre ambos métodos fue dptima, debemos tener en cuenta que la PCR sdlo se
realizé en el 71,4% de los pacientes (n= 40), en los que la muestra fue remitida en el medio de
transporte Stuart Amies liquido. El empleo de un Unico hisopo recogido en un medio de
transporte con gel para la realizacion de ambas técnicas podria dar lugar a la obtencién de
resultados falsos negativos por PCR en muestras con baja carga bacteriana, al realizar una
primera descarga en los medios de cultivo, entre los que incluimos el medio de enriquecimiento

liqguido BHI.

En el caso de S. aureus, es importante tener en cuenta otras causas que podrian justificar
la mayor sensibilidad de las técnicas moleculares con respecto al cultivo, como la presencia de
biofilms bacterianos y la formacién de variantes de colonia pequefia, debido a la reducida

actividad metabdlica, lento crecimiento y dificultad de aislamiento de las bacterias embebidas
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en el interior del biofilm por su menor capacidad de dispersion en los medios de cultivo. Ademas,

los biofilms permanecen adheridos a la superficie tisular, lo que dificulta y reduce la carga

bacteriana, principalmente si el muestreo se realiza con un escobillén.

Por ultimo, en pacientes con RSCcPN se ha demostrado que S. aureus es capaz de invadir
el epitelio y penetrar en el interior de las células epiteliales de la mucosa nasal (214). Por tanto,
la presencia de formas intracelulares también podria influir en el menor aislamiento y deteccién

del microorganismo mediante procedimientos dependientes de cultivo.

4.3. Sensibilidad antibidtica y caracterizacion genotipica de S. aureus

Las 19 cepas de S. aureus aisladas de pacientes con EREA se caracterizaron por presentar
altos porcentajes de sensibilidad a la mayoria de los antibiéticos estudiados, con perfiles muy
similares entre ellas. No se detectd ningun aislado resistente a meticilina por métodos
fenotipicos ni genotipicos (deteccion gen mecA/mecC por PCR Real-Time), por lo que el 100%
fueron clasificados como SASM. La mayoria de las cepas se caracterizaron por ser resistentes a
penicilina, detectdndose Unicamente 3 aislados sensibles, uno de ellos pansensible y dos
resistentes a eritromicina y clindamicina. Al tratarse de cepas con elevada sensibilidad a
penicilina (CMI <0,3 pg/ml), se descartd la presencia de betalactamasas mediadas por el gen
blaZz (298) sin la realizacién de estudios genotipicos adicionales. Aunque la resistencia a
penicilina en S. aureus constituye un fenotipo frecuente y ampliamente distribuido a nivel
mundial, estudios recientes han demostrado un incremento de la sensibilidad global a penicilina
en aislados de S. aureus de diversas muestras clinicas (299), lo que pudiera ser debido a una

menor presidn selectiva como consecuencia de su uso reducido en la practica clinica.

Sin embargo, lo realmente destacado en cuanto al estudio de sensibilidad realizado en
nuestras cepas, fue el alto porcentaje de resistencia a macrdlidos y lincosamidas (42,1%, n= 8),
grupos similares en cuanto a mecanismo de accién y resistencias antimicrobianas,
representados por eritromicina y clindamicina, respectivamente, en los estudios de sensibilidad
realizados. De las 8 cepas resistentes, 3 presentaron el fenotipo iMLSB (resistencia inducible),

mientras que 2 fueron resistentes a eritromicina, pero sensibles a clindamicina (fenotipo M).

En el contexto de la RSC, hay muy pocos estudios que determinen la sensibilidad
antibidtica de los microorganismos aislados en cultivo, limitdndose a un nimero reducido de
aislamientos correspondientes a una Unica especie bacteriana. Por lo general, al igual que lo

observado en nuestro trabajo, otros autores obtienen bajas tasas de resistencia en S. aureus,
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con porcentajes mas elevados en el caso de penicilina y macrdlidos, principalmente eritromicina,
pero reportes anecddticos de SARM (119,212,217). Estos resultados difieren de los obtenidos
en aislamientos invasivos, cuyos patrones de susceptibilidad antibiética han sido ampliamente
estudiados. Generalmente, estas cepas son obtenidas de pacientes hospitalizados con
bacteriemia o infecciones asociadas a dispositivos biomédicos como, por ejemplo, infecciones
protésicas o endovasculares. En este contexto, la resistencia a meticilina ha adquirido especial
protagonismo, debido a la elevada tasa de mortalidad y coste econémico asociados. Los datos
reportados han mostrado un incremento de SARM en las Ultimas décadas, alcanzando una
incidencia del 20-30% en Europa (300). Con frecuencia, estas cepas adquieren otros mecanismos
de resistencia que afectan a otras clases de antimicrobianos. Por ejemplo, en el caso de los
macrdlidos, un estudio realizado por Schmitz et a/ (301) en el que incluyeron cepas de S. aureus
procedentes de 24 hospitales europeos, la sensibilidad a eritromicina en los aislados SASM fue

20 veces superior en comparacion con los SARM.

En S. aureus, asi como en otras especies bacterianas, la presion antibidtica se ha
relacionado con la seleccidn de cepas resistentes durante el tratamiento. Esto puede ser debido
a la adquisicion de mutaciones y/o elementos genéticos por parte del microorganismo, al
sobrecrecimiento bacteriano de poblaciones resistentes o a la colonizacién/infeccién por otras
cepas resistentes desde un foco secundario o fuente externa. Asi, la menor sensibilidad
observada en eritromicina y clindamicina con respecto al resto de los antibiéticos estudiados
podria ser debida a la exposicion previa a macrdlidos, concretamente claritromicina vy
azitromicina. Como se ha detallado previamente, éstos fueron los antibidticos mas cominmente
prescritos en los pacientes con EREA incluidos en el estudio, los cuales, con frecuencia, habian
recibido varias pautas de tratamiento antibidtico durante el curso de la enfermedad. En este
sentido, cabe destacar, que en el 68,4% (n= 13) de los pacientes colonizados por S. aureus (n=
19) el dltimo tratamiento antibidtico pautado fue claritromicina (> 3 meses previos a su inclusion
en el estudio). De las cepas aisladas en estos 13 pacientes, el 53,8% (n=7) y el 38,5% (n=5) fueron

resistes a eritromicina y clindamicina, respectivamente (datos no mostrados).

En pacientes con RSC, la influencia del tratamiento antibiético en el desarrollo de
resistencias ha sido documentada previamente. En un estudio realizado por Drilling et al (212),
en el que se incluyeron 34 pacientes con RSC colonizados por S. aureus en 2-4 ocasiones
diferentes durante un periodo de 13 meses, encuentran variaciones del perfil de sensibilidad de
las cepas en el 21% (n= 7) de los pacientes. A pesar de estas diferencias, en 4 pacientes se
demostrd que se trataba de la misma cepa (idéntico PFGE tipo), mientras que, en los 3 casos

restantes, los pacientes se recolonizaron por cepas de S. aureus diferentes (distinto PFGE tipo).
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Los antibidticos con variacién de la sensibilidad, en la mayor parte de los casos, fueron penicilina,
eritromicina y clindamicina. Independientemente de la sensibilidad antibidtica, el 79% de los
pacientes presentaron la misma cepa a lo largo del tiempo (mismo PFGE tipo), a pesar de haber

recibido un tratamiento antibidtico oral y/o tépico.

La persistencia de S. aureus en la cavidad nasal de pacientes con RSC, asi como en
pacientes con EREA, podria estar muy relacionada con la formacién de biofilms. Estas
estructuras actlan como reservorios que permiten la recolonizacién y protegen al
microorganismo de la accién de los antimicrobianos, lo cual también explicaria la mayor
sensibilidad encontrada en nuestra cohorte a pesar de las pautas frecuentes de tratamiento
antibiodtico. Otros factores detallados previamente, como la presencia de variantes de colonia
pequefia y formas intracelulares, también podrian contribuir a una mayor persistencia de S.

aureus en la cavidad nasal.

Mencién especial merece la gran diversidad genética encontrada entre las 19 cepas de S.
aureus analizadas en nuestro estudio, clasificadas en 13 grupos gendmicos diferentes (PFGE
grupos A-M). Al tratarse de individuos estrechamente vinculados en cuanto al tipo y frecuencia
de la asistencia sanitaria recibida, cabria esperar un porcentaje de similitud genotipica superior
entre ellas. Ademas, algunos pacientes tenian historial médico en ambos centros hospitalarios,
tanto en el CHGUV como en el HUP La Fe, donde habian sido atendidos durante diferentes
episodios. A pesar de ello, la variabilidad encontrada sumada a los perfiles de sensibilidad
antibiodtica obtenidos y previamente detallados, sugieren que otros factores independientes de
la relacién con el entorno hospitalario, pudieran ser de mayor relevancia en el proceso de
colonizacion por S. aureus en pacientes con EREA. Ademas, en estos pacientes las revisiones e
intervenciones médico-quirurgicas suelen ser cortas y realizadas de forma ambulatoria, sin
necesidad de ingreso hospitalario con estancia prolongada, factor de riesgo relacionado con la
colonizacion nasal por S. aureus vy, especialmente, por SARM (210). Esta diversidad es
coincidente con la descrita por Drilling et al (212) en el estudio anteriormente citado, en el que
obtienen 16 pulsotipos diferentes en las cepas de S. aureus aisladas de 34 pacientes con RSC

atendidos en el mismo centro sanitario.

En cuanto a la caracterizacién por spa-typing, aunque los datos quedaron limitados a 12
aislamientos, se obtuvieron hasta 9 spa-types distintos, 6 representados por una Unica cepa. En
un nimero elevado de aislamientos no se obtuvieron secuencias con los primers empleados, lo
que pudiera indicar la presencia de reordenamientos en la regidn del gen donde se produce el

alineamiento del primer forward (F). Esta es una limitacién reconocida de la propia técnica de
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tipificacién molecular, aunque estudios previos reportan un porcentaje de cepas no tipables

muy inferior, en torno al 1-3% (302,303).

Los métodos de PFGE y spa-typing han sido ampliamente utilizados para la tipificacién
molecular de SARM, con el objetivo de estudiar la propagacidon y evolucién de clones
epidemioldgicos. Con frecuencia, estas técnicas se realizan en combinacién con otros métodos
moleculares, como el MLST y/o la tipificacién del cromosoma mec del casete estafilocécico
(SCCmec). De todos ellos, el método PFGE es considerado el gold standard por su alto poder de
discriminacién. Sin embargo, debido a la falta de reproducibilidad entre laboratorios,
normalmente se complementa con otras técnicas mds reproducibles, pero con menor poder de
discriminacién, como las basadas en secuencias, MLST y spa-typing (304). Como consecuencia
de las limitaciones mencionadas, asi como por el empleo combinado de varias técnicas de
tipado, lo cual supone un aumento del coste econémico y de la tecnificacién de los procesos, los
métodos tradicionalmente empleados estan siendo desplazados por técnicas de secuenciaciéon

del genoma completo (305).

5. ASOCIACION ENTRE LA CONCENTRACION DE CITOQUINAS Y PARAMETROS
FISIOPATOLOGICOS Y MICROBIOLOGICOS

Las citoquinas juegan un papel fundamental en el inicio y persistencia de la respuesta
inflamatoria eosinofilica caracteristica de la EREA. Sin embargo, los factores desencadenantes o

gue conducen a su regulacidn no se conocen con exactitud.

Estudios previos en RSCcPN, han demostrado que tanto las enterotoxinas estafilocdcicas
como las respuestas mediadas por SE-IgE, pueden resultar en la regulacién positiva de las
citoquinas producidas por eosindfilos, linfocitos y macréfagos, las cuales, a su vez, interaccionan
e intervienen en algunas de las funciones desempefiadas por estas células. Asimismo, los niveles
de SE-IgE se han relacionado con el aumento de IgE total y la inflamacién eosinofilica persistente
en la cavidad nasal (93), pudiendo existir una correlacidn entre estos parametros y la
concentracién de citoquinas liberadas por estimulos estafilocdcicos. Tanto el aumento de IgE
especifica como de IgE total a nivel local pudieran suponer un aumento de los niveles en sangre

periférica, lo cual podria representar un marcador de inflamacidn nasal (98).

Con base en lo expuesto anteriormente y, de un modo general, determinamos la

asociacion existente entre la produccién de citoquinas en los sobrenadantes de las CEPN, vy el
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grado de eosinofilia en el tejido polipoide y la concentracién de IgE total en suero. También, se

estudié la influencia entre el estado de portador nasal de S. aureus y la produccion de citoquinas.

Uno de los hallazgos mas relevantes en este contexto, fue la correlacidn negativa y
significativa entre la concentracién de IL-10 y la eosinofilia tisular (rho = -0,602; P = 0,025). Este
resultado es coincidente con el reportado en otros estudios de RSCcPN como, por ejemplo, el
realizado por Okano et al (247), quienes obtuvieron una correlacion negativa fuerte (P =0,009)
entre la eosinofilia tisular y los niveles de IL-10 inducidos por a-hemolisina (1 ng/ml) en células

de pdlipos nasales.

Se sabe que IL-10 juega un papel fundamental en el control de la inflamacién eosinofilica
de las vias respiratorias, asi como en la respuesta a alérgenos y microorganismos. Ademas, en la
RSCcPN, IL-10 se ha relacionado con la disminucién de citoquinas Th2, como IL-4 e IL-5, las cuales
participan en el reclutamiento y activacién de eosindfilos (289). Sin embargo, hay pocas
evidencias acerca del efecto celular in vitro de los antigenos estafilocécicos y su posible
asociacion con el grado de eosinofilia en el tejido polipoide. Asi, estos resultados contribuyen a
reforzar el posible papel modulador de S. aureus sobre la respuesta inmunitaria innata y, en este
caso, a través del aumento de IL-10, favorecer el efecto protector frente a la inflamacién

eosinofilica persistente en pacientes con EREA.

También, en cuanto a la liberacién de IL-10, observamos un aumento ligero pero
significativo en pacientes colonizados por S. aureus en comparacién con los no colonizados. Este
resultado estd en linea con lo mencionado anteriormente, ya que la presencia de S. aureus en la
cavidad nasal podria favorecer la produccién de IL-10 inducida por SpA y contrarrestar el efecto
proinflamatorio de otras citoquinas elevadas en la EREA, como IFN-Y e IL-8, favoreciendo asi la

creacion de un entorno inflamatorio favorable para la proliferacion bacteriana persistente.

Otro de los hallazgos de nuestro estudio que podrian justificar este efecto regulador
(“atenuador”) de S. aureus sobre la respuesta inflamatoria tipica de la EREA, se relaciona con la
liberaciéon de IL-8, potente citoquina quimiotdctica proinflamatoria. Encontramos que la
presencia de S. aureus en la cavidad nasal, podria influir negativamente en la concentracion de
IL-8 en los sobrenadantes de las células no estimuladas, con concentraciones significativamente
mas bajas en comparacidon con los pacientes no colonizados. Ademas, estos resultados
respaldarian el efecto reductor de SpA sobre la concentracién de IL-8 en estas células. Sin
embargo, estas aproximaciones estan basadas en modelos in vitro y no hay publicaciones que
constaten estas asociaciones. Por tanto, son necesarios estudios adicionales que demuestren la

relacion entre la colonizacion nasal por S. aureus en la EREA y la concentracion de IL-8.
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Por otro lado, también hay que destacar la correlacion positiva y significativa encontrada

entre la concentracion de IL-13 inducida por SpA y la eosinofilia tisular (rho = 0,573; P = 0,035).
IL-13, al igual que otras citoquinas tipo 2, como IL-4 e IL-5, ha sido cldsicamente involucrada en
la patogénesis de la EREA y otras entidades clinicas con mecanismos fisiopatoldgicos comunes,
como el asma o la dermatitis atépica. Estas citoquinas participan en el reclutamiento y activacion
de los eosinofilos, favoreciendo el mantenimiento de la respuesta inflamatoria eosinofilica Th2.
No hemos encontrado estudios que determinen una correlacion directa entre la produccion de
IL-13 y la eosinofilia tisular en la EREA. Sin embargo, en pacientes asmaticos, se ha demostrado
una correlacién positiva y significativa entre el porcentaje de eosindfilos en las vias respiratorias,
y el aumento de la expresién de ARNm para la sintesis de IL-13 en muestras de esputo y mucosa

bronquial (306).

En nuestro estudio, la produccidon de IFN-Y, IL-17A e IL-21 inducida por SpA no se
correlacioné significativamente con el grado de eosinofilia tisular, pero con las tres citoquinas
se observd una tendencia positiva muy marcada. Con respecto a IFN-Y e IL-17A, la asociacién
con la respuesta inflamatoria eosinofilica en pacientes con EREA (IFN-Y) y RSCcPN (IL-17A) se ha
detallado con anterioridad, en el apartado 3.2 de la discusidn, mientras que con IL-21 la
evidencia es escasa y no hemos encontrado estudios previos que demuestren su asociacién con

el grado de eosinofilia en el tejido polipoide de pacientes con RSCcPN.

Dado que IFN-Y constituye un marcador distintivo de EREA, consideramos importante
recalcar que dicha correlacién no ha sido descrita en pacientes tolerantes con PN, donde, al
contrario que lo obtenido en nuestros resultados, otros autores describen una correlacion

negativa y significativa (P = 0,048) entre la produccién de IFN-Y y la eosinofilia tisular (247).

6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Este trabajo de tesis doctoral se caracterizd por el desarrollo de un modelo experimental
de estimulacidn celular in vitro, cuyos resultados se complementaron con otros estudios
microbioldgicos y clinicos. La seleccidon propia de las variables (grupo de pacientes, tipos
celulares, estimulos, etc.), las cuales constituyen pilares fundamentales para definir el modelo
de estimulacidn, confieren al estudio originalidad y exclusividad. Sin embargo, no carece de

limitaciones importantes.

La principal limitacién fue el tamafio muestral, el cual se redujo todavia mas en los

ensayos de estimulacion celular con SpA, como consecuencia de la inversion inicial necesaria
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e
para la estandarizacién del modelo. Al incluirse Unicamente pacientes con EREA, la dificultad
para aumentar el tamafo muestral fue debida a la propia prevalencia de la enfermedad. En
nuestro caso, para disponer de una “n” mayor se podrian haber incluido pacientes de mas
centros hospitalarios. Sin embargo, la necesidad de realizar el procesado inmediato de las

muestras para la obtencion de células epiteliales a partir de cultivos primarios podria haber

condicionado la obtencion de resultados favorables.

Por otro lado, al incluirse Unicamente pacientes con EREA candidatos a CENS y/o con
polipos de tamano suficiente para tomar muestras bidpsicas, podria haberse introducido algin
sesgo de seleccidn, ya que pudiera no estar representada la totalidad de la poblacidon. Ademas,
al no haber estudiado pacientes con RSCcPN tolerantes a la aspirina o no asmaticos y/o
pacientes con RSCsPN, no podemos concluir que los hallazgos encontrados sean exclusivos de

la EREA.

Otra de las limitaciones importantes en este tipo de estudios, es la heterogeneidad de las
muestras utilizadas y de la respuesta inmunitaria. La composicién del tejido polipoide, asi como
la respuesta celular a determinados estimulos, se caracteriza por una enorme variabilidad
interindividual. Al seleccionar Unicamente células epiteliales se traté de reducir dicha
variabilidad. Sin embargo, la presencia exclusiva de estas células solo fue confirmada
visualmente, por lo que no se puede asegurar con certeza la eliminacién completa de otros tipos
celulares, principalmente fibroblastos. Ademads, para determinar con una mayor exactitud el
papel de SpA en la patogénesis de la EREA, seria recomendable determinar su efecto sobre otros

tipos celulares esenciales en la liberacién de citoquinas como son, por ejemplo, los eosindfilos.

Finalmente, en nuestro estudio, se ha determinado la expresidon de citoquinas en los
sobrenadantes de cultivo celular, pero no los niveles de genes codificantes de dichas citoquinas.
Asi, los resultados obtenidos in vitro podrian no reflejar lo que ocurre in vivo, donde pueden
participar mecanismos tanto sinérgicos como antagonicos, dando lugar a diferencias en la

expresion de citoquinas.
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El modelo de estimulacion in vitro sobre cultivos primarios de células epiteliales de pélipos
nasales basado en el medio de crecimiento BEBM y la técnica de inmunoensayo Luminex®,
ha permitido cuantificar la produccién de citoquinas relacionadas con la respuesta

inmunitaria innata en pacientes con enfermedad respiratoria exacerbada por AINEs.

La proteina A de S. aureus es capaz de interaccionar con las células epiteliales de pélipos
nasales de pacientes con EREA, e inducir la liberacién de citoquinas proinflamatorias (IFN-
Y, IL-13 e IL-17A) y antiinflamatorias (IL-10), provocando un efecto regulador en la

respuesta inmunitaria innata.

La liberacién de IFN-Y, IL-13 e IL-17A inducida por la proteina A de S. aureus, puede
contribuir al mantenimiento de la respuesta inflamatoria crénica a nivel local, al mostrar
una relacion positiva con el grado de eosinofilia en el tejido polipoide de pacientes con

EREA.

La proteina A de S. aureus reduce la liberacién de IL-8 e induce un aumento de IL-10 en
las células epiteliales de pdlipos nasales de pacientes con EREA, pudiendo ejercer un
efecto antiinflamatorio y atenuar la intensidad de la respuesta inflamatoria, lo que

favorece la creacién de un entorno que predispone a la colonizacidn nasal persistente.

La variedad de pulsotipos y spa-types obtenidos en las cepas de S. aureus aisladas de
pacientes con EREA, son indicativos de la gran diversidad genética existente entre ellas,

asi como de la ausencia de diseminacion clonal entre los pacientes incluidos en el estudio.

La inclusion de pacientes con enfermedad respiratoria exacerbada por AINEs en
programas de cribado de colonizacidn nasal por S. aureus, podria contribuir a un mejor

control y manejo de la enfermedad.
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Anexo IV

Materiales y reactivos utilizados

a) Reactivos utilizados en los estudios de estimulaciéon celular in vitro y cuantificacién de

mediadores de la inflamacidn (Bloque I).

Casa
Reactivo Referencia . Aplicacion en el estudio
comercial
a-Hemolysin from S. aureus H9395 Sigma-Aldrich | Estimulacién celular in vitro
. . . . o Crecimiento de células
Airway Epithelial Cell Growth Medium C-21060 Labclinics o .
epiteliales bronquiales
Fungizone (Amphotericin B) 250 ug/ml Antifingico- complemento
§ (Amp ) 4 H317-836E Lonza ungico-comp
100 ml medios cultivo celular
BEAS-2B Human bronchial epithelium 95102433-1VL Sigma-Aldrich | Linea celular
BEGM Bronchial epithelial BulletKit Crecimiento de células
H3CC-3170 Lonza o .
(CC-3171_CC-4175) epiteliales bronquiales
Cell Culture Flask with Filter Cap,PS, o .
. PLC70025 Labclinics Cultivo celular
25cm2, TC treated, Sterile to SAL10-6.
Collagen, Type | solution from rat tail C3867 Sigma-Aldrich | Cultivo celular
Corning® Costar® Clear TC-Treated . . .
. CLS3516 Sigma-Aldrich | Cultivo celular
Multiple Well Plates 6 wells.
Corning® Costar® Clear TC-Treated . . .
. CLS3526 Sigma-Aldrich | Cultivo celular
Multiple Well Plates 24 wells
Corning® 75 cm2 U-Shake cell culture . . .
CLS430641U Sigma-Aldrich | Cultivo celular
flask, canted neck
Cryo 1°C Frezing Container 5100-0001 Labclinics Conservacion células a -802C
Dimethyl Sulfoxide Hybri-Max Sterilefilt | D2650-5X5ML Sigma-Aldrich | Conservacion celular
DPBS w/o Calcium w/o Magnesium. L0615-500 Labclinics Cultivo celular
FBS (South America), Premium S$181B-500 Labclinics Cultivo celular
Kit Human Magnetic High Sensitivy T . . . .
HSTCMAG-28SK-07 Merk Luminex-medida citoquinas
Cell Panel Mult. Assay, 7 Plex.
Kit Map Human Th17 Magnetic,1 Plex. HTH17MAG-14K-01 | Merk Luminex-medida citoquinas
Antibidticos- complemento
Pen_Strep stock, 10K_10K 100 ml H3DE17-602E Lonza ] ]
medios cultivo celular
Protein A from Staphylococcus aureus pP7837 Sigma-Aldrich | Estimulacion celular in vitro
RPMI 1640 w/ L-Glutamine LO500-500 Labclinics Cultivo celular
Trypan Blue 0.4% solution in 0.85% Visualizacién microscdpica
17-942E Lonza 3 o
NaCl células epiteliales
TrypLE™ Select Enzyme (1X), no phenol
vP yme (1X) P 12563029 ThermoFisher | Cultivo celular

red.

DPBS, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline; FBS, Fetal Bovine Serum



https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/SIGMA/D2650-5X5ML

b) Reactivos utilizados en el estudio microbiolégico y caracterizacion de las cepas de S.

aureus de pacientes con EREA (Bloque ).

) Referencia Casa .. .
Reactivo ) Aplicacion en el estudio
comercial
Acido Bérico B6768 Sigma-Aldrich | PFGE
Agarosa A9539 Sigma-Aldrich | PFGE
Agua tratada con DEPC AM9906 ThermoFisher | Amplificacion (spa-typing)
Applied Biosystems™ TagMan™ Gene . L .
) ) 4369016 ThermoFisher | Amplificacidn (spa-typing)
Expression Master Mix
BBL™ Brain Heart Infusion 221813 BD Cultivo bacterioldgico
™ PCR Real Time para la deteccion
BD MAX™ StaphSR 442999 BD
de S. aureus y SARM
. PCR Real Time para la deteccion
BD MAX™ PCR Cartridges 437519 BD
de S. aureus y SARM
BD Trypticase Soy Agar Il With 5% Horse . oL
212099 BD Cultivo bacterioldgico
Blood.
Brij (éter polioxietilen) P5884 Sigma-Aldrich | PFGE
Bromuro de etidio E1510 Sigma-Aldrich | PFGE
Crioperlas Cryoinstant™ 409113/6 Deltalab Conservacion cepas bacterianas
EDTA E5134 Sigma-Aldrich | PFGE
Lisostafina L7386 Sigma-Aldrich | PFGE
Lisozima L6876 Sigma-Aldrich | PFGE
MagNA Pure 24 Total NA Isolation Kit 07658036001 | Roche Extraccion DNA S. aureus
Marcador de PM SM0253 ThermoFisher | PFGE
Matriz MALDI-TOF Bruker- e .
. . . . L, 1869451 . Identificacién bacteriana
(acido a-ciano-4-hidroxi-trans cinamico) Daltonics
MgCl2 R0971 ThermoFisher | Amplificacion (spa-typing)
NaCl 59888 Sigma-Aldrich | PFGE
Na* desoxicolato D6750 Sigma-Aldrich | PFGE
Pos Combo Type 31 panel Microscan B1016-139 Beckman- Identificacion y estudio de
Walkaway Coulter sensibilidad S. aureus
Sarcosyl (N-Lauril sarcosina) L9150 Sigma-Aldrich | PFGE
Smal (10 U/uL) ER0661 ThermoFisher | PFGE
Thermo Scientific™ Buffer Tango (10X) BY5 ThermoFisher | PFGE
Tris-HCI 1083190100 Sigma-Aldrich | PFGE
Proteinasa K 3115879001 Roche PFGE

PFGE, Electroforesis de campo pulsado; BD, Becton Dickinson; PCR, reaccion en cadena de la polimerasa; EDTA, acido
etilendiaminotetraacético; NaCl, cloruro sddico; Na, sodio; HCI, acido clorhidrico; PM, peso molecular; MgCl2, cloruro
de magnesio.



Anexo V

Curvas de calibrado para cada una de las citoquinas analizadas (Luminex®). Estudio de

estimulacién celular de BEAS-2B y CEPN de pacientes con EREA con a-hemolisina y SpA.
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Logisticdp: y = a+((b-a)/(1+(x/c)*d))
IFt-g - Logistic 4P Weighted

Logistic5p: y = a+((b-a)/(1+((x/c)y*d))*)
1L-5 - Logistic 5P Weighted

18000 24000, ]
-
18000
20000,

14000
12000 16000,
10000 &

12000

MFls
MFIz

. R"2 =0.99983 s R"2 =0.99745

s000

&
sa00
o @
2000
& o @
-
w e e i o T - - o am o en o o o0 w0 e te0 oo

Concertrations

Concentrafions

IL-8 IL-10

Logistichp: y = a+((b-a)/(1+((x/c)*d))*)

LogisticSp: y = a+((b-a)/(1+((x/c)*d))*)
I8 - Logistic 5P Waighted IL-10 - Logistic 5P wWeighted

2020,

24000, » 1a000 1
16000

oo,
14000

-
16000, 1200
2 £ e
5 oo - =
RA2 = 0.99730 RA2 = 0.99942
000 000 od
s

son0

P
200

L o
» o ES 100 a0 Y 1m0 120 o 1000 20 000 som0 000 com
Concertrations Coneenlialions

IL-13 IL-17A

Logistic5p: y = a+((b-a)/(1+((x/c)"d))*)

Logistic4p: y = a+((b-a)/(1+(x/cy*d))
IL-13- Logistic 2P Weighted 1L-17A- Logistic 5P Weighied
16000 18000
‘.
14000, 4 16000
14000
12000
12000

10000
P PRI p
Lo oom o
= = 5000

5000 N =

p R"2 =0.99498 s000 R"2 =0.99917
1000 +000
anan 2000 L
Ps
W= w &
o o w40 sm ew W0 w0 o0 10w o 0 a0 1200 1000 2000 £ £
Coneenlialions Concenlialions

IL-21 IL-33

Logisticop: y = a+((b-a)/(1+((x/c)*d))")

Logisticdp: y = a+((b-a)/(1+(x/c)"d))
11-21 - Logistic 4P Weighted 1133 - Logistic 5P weighted
0000, 14000, ~
000 L)
w o
g RA2 = 0.99282 £
£ _
=Vu. s000 AN) =
o RA2 = 0.99974
3000 Y annin
ol &
u - u
] S S —— 28 S N N S W s v
Coneenlidlions Coneenlidlions




A

Curvas de calibrado para cada una de las citoquinas analizadas. Estudio de estimulacion celular

nexo VI

de CEPN de pacientes con EREA y CECNM de pacientes control con SpA.
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Anexo VII

Concentracion de citoquinas en los sobrenadantes de cultivos primarios de células epiteliales de
polipos nasales de pacientes con EREA (n =14), en presencia de SpA o medio de cultivo BEBM a

las 2, 6y 12 horas.

ANALITO TIEMPO (h)  SpA (1pg/ml) BEBM P valor
2 783,78 (735,35 — 825,13) <2,44 <0,0001
IFN-Y 6 918,50 (874,86 — 958,58) <2,44 <0,0001
12 852,99 (827,71 — 894,28) <2,44 <0,0001
2 <5,86 <5,86 NA
IL-10 6 <5,86 <5,86 NA
12 203,45 (108,41 —217,03) 10,41 (6,22 — 20,24) <0,0001
2 170,12 (122,06 — 183,73) 12,74 (3,17 —21,03) 0,0001
IL-13 6 48,04 (30,50 —70,49) 9,05 (5,98 —12,78) 0,004
12 36,02 (20,01 —55,19) 7,06 (2,62 — 13,29) 0,017
2 599,12 (553,66 — 646,83) <2,93 <0,0001
IL-17A 6 716,11 (656,93 — 774,36) <2,93 <0,0001
12 686,86 (648,48 — 699,86) <2,93 <0,0001
2 417,79 (351,12 - 475,89) <0,98 <0,0001
IL-21 6 378,67 (345,82 — 499,35) <0,98 <0,0001
12 325,14 (290,21 - 359,36) <0,98 <0,0001
2 <1,95 <1,95 NA
IL-5 6 <1,95 <1,95 NA
12 <1,95 <1,95 NA
2 <4,88 <4,88 NA
IL-33 6 <4,88 <4,88 NA
12 <4,88 <4,88 NA
2 1345,74 (1245,46 — 1731,29) 3138,62 (2734,07 - 3317,60) 0,0001
IL-8 6 3600,66 (2549,43 —3885,56)  5932,82 (5249,17 — 7064,15) 0,0006
12 5840,68 (5094,59 — 6348,43) 12690,00 (9710,45 - 13500,00) 0,0001

La concentracién de citoquinas en pg/ml fue determinada con Luminex®. Los resultados se expresan como mediana
(rango intercuartilico). La significacion estadistica (P valor) fue determinada mediante la prueba de Wilcoxon. Se
considerd significativo un valor de P <0,05; NA, no aplicable.



Anexo VIII

Concentracion de citoquinas en los sobrenadantes de cultivos primarios de células epiteliales de

biopsias del cornete medio de pacientes incluidos en el grupo control (n= 6), en presencia de

SpA o medio de cultivo BEBM a las 2, 6 y 12 horas.

ANALITO TIEMPO (h) SpA (1ug/ml) BEBM P valor
2 56,44 (52,37 — 241,54) <2,44 0,031
IFN-Y 6 119,78 (68,28 —311,90) <2,44 0,031
12 118,05 (48,59 — 280,12) <244 0,031
2 <5,86 <5,86 NA
IL-10 6 <5,86 <5,86 NA
12 58,18 (16,11 —-101,12) 8,76 (7,30 -12,17) 0,031
2 <0,98 <0,98 NA
IL-13 6 <0,98 <0,98 NA
12 <0,98 <0,98 NA
2 114,92 (52,30 — 543,23) <2,93 0,031
IL-17A 6 173,60 (110,87 — 583, 35) <2,93 0,031
12 188,47 (64,82 — 528,23) <2,93 0,031
2 123,67 (50,78 — 238,06) <0,98 0,031
IL-21 6 144,71 (50,70 — 156,46) <0,98 0,031
12 74,46 (37,83 — 138,79) <0,98 0,031
2 <1,95 <1,95 NA
IL-5 6 <1,95 <1,95 NA
12 <1,95 <1,95 NA
2 <4,88 <4,88 NA
IL-33 6 <4,88 <4,88 NA
12 <4,88 <4,88 NA
2 523,61 (326,64 — 821,44) 98,35 (54,23 — 252,89) 0,063
IL-8 6 885,92 (663,14 — 1131,93) 175,64 (63,71 — 560,77) 0,031
12 1672,34 (1233,81 — 1836,44) 468,24 (281,63 —922,61) 0,156

La concentracién de citoquinas en pg/ml fue determinada con Luminex®. Los resultados se expresan como mediana

(rango intercuartilico). La significacion estadistica (P valor) fue determinada mediante la prueba de Wilcoxon. Se

considerd significativo un valor de P <0,05; NA, no aplicable (ausencia de respuesta).



Anexo IX

Liberacién de IFN-Y, IL-10, IL-13, IL-17A e IL-21 inducida por SpA, en las CEPN de pacientes con

EREA colonizados (n=6) y no colonizados (n= 8) por S. aureus.

CULTIVO POSITIVO CULTIVO NEGATIVO
ANALITO P valor
S. aureus S. aureus
IFN-Y 912,060 (792,630 — 920,673) 934,578 (884,811 — 1066,578) 0,181
IL-10 219,858 (203,606 — 259,773) 150,713 (92,650 — 203,632) 0,008
IL-13 156,792 (57,090 — 180,816) 175,926 (144,957 — 193,254) 0,192
IL-17A 710,136 (484,689 — 780,360) 717,024 (666,585 — 832,656) 0,599
IL-21 405,132 (351,117 — 442,077) 443,994 (309,099 - 539,820) 0,573

La concentracidn de citoquinas en pg/ml fue determinada con Luminex®. Los resultados se expresan como mediana

(rango intercuartilico). La significacidn estadistica (P valor) fue determinada mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Se considerd significativo un valor de P <0,05.





