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RESUMEN

Introduccion: El éxido nitrico producido en las cavidades paranasales juega un
importante rol en la fisiologia nasal ya que aumenta la frecuencia del batido ciliar,
optimiza el barrido mucociliar y tiene un efecto bacteriostatico y virustatico.

Diversos estudios muestran que el dxido nitrico nasal exhalado en pacientes con
rinosinusitis cronica es significativamente mads bajo que en sujetos sanos. Esto podria
estar determinado por una alteracion en la difusion del éxido nitrico a través de los ostia
de drenaje obstruidos o por una menor produccion de 6xido nitrico por parte de los
portadores de rinosinusitis cronica. En este dltimo caso, esto podria corresponder al
evento primario en la etiopatogenia de la rinosinusitis crénica.

Objetivos: Estudiar y comparar cualitativamente con técnica de inmunohisto-
quimica la expresion de las isoformas e-NOS e i-NOS de la dxido nitrico sintetasa en
mucosa sinusal de pacientes con rinosinusitis crénica y pacientes controles, sin
patologia rinosinusal infecciosa o alérgica.

Material y método: Para responder a esta interrogante se realizd un estudio
comparativo de casos y controles, con el objetivo de cuantificar con técnica de
inmunohistoquimica la expresion de las isoformas endotelial e inducible de la dxido
nitrico sintetasa en mucosa sinusal de pacientes con rinosinusitis cronica y pacientes
controles sin patologia rinosinusal infecciosa o alérgica.

Resultados: Ingresan al estudio un total de 11 pacientes. Seis de ellos son el grupo
control y 5 con sinusitis crénica. Ambos grupos presentan resultados similares.

Conclusion: Los resultados no muestran ninguna diferencia en la expresion de
Oxido nitrico sintetasa, tanto en su isoforma endotelial como inducible, en la mucosa
sinusal de pacientes portadores de rinosinusitis crénica comparado con sujetos sanos.

Palabras clave: dxido nitrico, expresion 6xido nitrico sintetasa.

ABSTRACT

Introduction. Nitric oxide produced in the paranasal sinuses plays an important role
in nasal physiology because it increases ciliary beat frequency, improves mucociliary
clearance and has a bacteriostatic and virustatic effect.
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Several studies have shown that exhaled nasal nitric oxide was substantially lower in
chronic sinusitis patients, compared to healthy subjects. This could be determined by
altered nitric oxide diffusion through obstructed drainage ostia, or by chronic sinusitis
patients having lower nitric oxide production.

Aims. To qualitatively compare by immunocytochemistry the expression of the
iNOS and eNOS isoforms of nitric oxide synthase in the sinus mucosa of chronic
sinusitis patients and control subjects.

Materials and methods. A case-control comparative study was carried out in order
to compare by immunocytochemistry the expression of inducible and epithelial
isoforms of nitric oxide synthase in nasal mucosa of chronic sinusitis patients and
control subjects, with no infectious or allergic rhinosinusal pathology.

Results. The results show no difference in the expression of the inducible or
epithelial isoform of nitric oxide synthase in the nasal mucosa of chronic sinusitis
patients as compared to healthy subjects.

Key word. Nitric oxide, nitric oxide synthase expression.Introduccion

INTRODUCCION

El 6xido nitrico (ON) estd involucrado en diversos
procesos fisioldgicos del organismo, como la re-
gulacion del tono vascular, la actividad plaquetaria
y la neurotransmisién, tanto a nivel del sistema
nervioso central como periférico, entre otros'. Par-
ticularmente en la via aérea, el ON ha demostrado
tener un importante efecto bacteriostatico® y
virustdtico3, estimular el barrido mucociliar aumen-
tando la frecuencia del batido ciliar*®, ser mediador
de la inflamacion®, y regular el tono bronquial y
vascular pulmonar”®. En condiciones normales en
la via aérea superior, el ON es producido principal-
mente por las células epiteliales ciliadas de las
cavidades paranasales, y en menor cantidad por la
mucosa nasal.

El ON se genera a partir de la transformacion del
aminodcido L-arginina en L-citrulina, proceso realiza-
do por la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS). Esta
enzima presenta tres isoformas conocidas: Tipo | o
neuronal (nNOS) y Tipo Il o endotelial (eNOS), que se
expresan en forma constitutiva en las células
epiteliales de la via aérea; y la isoforma inducible o
Tipo Il (iNOS)®. Existen varias diferencias entre ellas.
Las eNOS y nNOS son dependientes del sistema
calcio-calmodulina para su activacion, no son
inhibidas por corticosteroides y producen pequefas
cantidades de ON', mientras que la iNOS es indepen-
diente del sistema calcio-calmodulina, es activada por
citoquinas proinflamatorias y endotoxinas, es inhibida
por corticosteroides y produce hasta 1000 veces mas
ON que las isoformas constitutivas'™.

Mediante estudios con técnica de inmuno-
histoquimica' se ha podido determinar que las tres
isoformas de Oxido nitrico sintetasa (endotelial,
inducible y neuronal) se expresan constitutivamente
en el epitelio sinusal humano sin patologia. Estudios
posteriores han demostrado que la iNOS presente en
las cavidades paranasales posee otras diferencias con
las iINOS de otra ubicacion, ademas de expresarse
constitutivamente: es dependiente del sistema calcio-
calmodulina y no es inhibida por corticosteroides'.
Eso si, la iNOS nasal produce grandes cantidades de
ON, al igual que otras iNOS.

La produccion de ON puede ser modificada por
factores ambientales, ya que se ha observado una
disminucion del ON exhalado en pacientes tabaquicos',
y con el uso de descongestionantes topicos como
oximetazolina®. No se han reportado alteraciones en la
produccion de ON con el uso de esteroides topicos o
sistémicos o antimicrobianos en pacientes sanos'.

La etiopatogenia de la rinosinusitis cronica alin no
se conoce a cabalidad. Determinaciones del 6xido
nitrico nasal exhalado, medido por quimiolumi-
niscencia, han demostrado una disminucién de la
medicion de ON exhalado nasal en pacientes con
rinosinusitis crénica comparado con sujetos sanos y
pacientes con resfrio comdn'™, lo que se correlaciond
con una disminucién de la frecuencia de batido ciliar".
Se desconoce la causa de esta alteracion, pero se
postula que podria estar determinada por una altera-
cion en la difusion del ON a través de los ostia de
drenaje obstruidos, si bien no se puede descartar que
se deba a una menor produccion de ON por parte de la
mucosa sinusal de estos pacientes, ya que no existen
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estudios inmunohistoquimicos que cuantifiquen la ex-
presion de la enzima 6xido nitrico sintetasa en pacien-
tes con rinosinusitis crénica versus pacientes sanos.

Para responder esta interrogante se disefid un
estudio con el objetivo de estudiar y comparar
cualitativamente con técnica de inmunohistoquimica
la expresion de las isoformas e-NOS e i-NOS de la
oxido nitrico sintetasa en mucosa sinusal de pacien-
tes con rinosinusitis crénica y pacientes controles,
sin patologia rinosinusal infecciosa o alérgica.

Si nuestros resultados mostraran que la dismi-
nucion del ON nasal exhalado en pacientes con
rinosinusitis crénica comparado con sujetos sanos
se debe a una menor produccion de ON por parte
de la mucosa sinusal, cabe preguntarse ¢es éste el
evento primario en la etiopatogenia de la
rinosinusitis crénica?

MATERIAL Y METODO

Se realiz6 un estudio comparativo de casos y
controles, con andlisis ciego, en conjunto entre el
Hospital Clinico de la Pontificia Universidad Catdli-
ca de Chile y el Laboratorio de Ciencias Fisiol6gicas
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Pontificia Universidad Catdlica de Chile, entre di-
ciembre de 2003y octubre 2004. Todos los pacien-
tes incluidos en el estudio leyeron y firmaron un
consentimiento informado que autoriza al equipo
médico a examinar, disponer y utilizar los tejidos u
organos extirpados, con propdésitos cientificos o
docentes.

El grupo en estudio esta constituido por pacientes
mayores de 18 afios con diagnostico de rinosinusitis
crénica (clinico y radiol6gico con Tomografia Compu-
tada de Cavidades Paranasales), con indicacion quirdr-
gica definida por ausencia de respuesta a tratamiento
médico (2 cursos de 30 dias de antibitticos de
segunda linea, corticoides tdpicos y orales, y lavados
nasales), corroborada por Tomografia de Cavidades
Paranasales, que muestre compromiso sinusal des-
pués de completado el tratamiento. Durante la cirugia
endoscdpica de cavidades paranasales con la técnica
de Messerklinger se tomé una biopsia de mucosa del
seno paranasal mas afectado.

El grupo control estd formado por pacientes
mayores de 18 afios, con diagndstico de adenoma
hipofisiario con indicacién de abordaje transesfe-
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noidal de hipdfisis, y por pacientes con indicacion
de descompresion orbitaria endoscdpica, en am-
bos casos con Tomografia Computada de Cavida-
des Paranasales prequirdrgica normal. Durante la
cirugia (abordaje transesfenoidal de hipdfisis o
descompresion orbitaria endoscépica) se toma
muestra de mucosa sana de seno paranasal.

Se excluyeron del estudio los pacientes con
antecedentes de tabaquismo, cirugia nasal o de
cavidades paranasales previa, clinica de rinitis
alérgica y/o test cutdneo positivo, uso de oxime-
tazolina en aerosol nasal en el dltimo mes, y
poliposis nasal al examen fisico o Tomografia
Computada de Cavidades Paranasales.

Una vez obtenidas las muestras, éstas fueron
inmediatamente fijadas en paraformaldehido al
4%, incluidas en parafina y cortadas con un grosor
de 6 um. Las secciones fueron incubadas en el
anticuerpo primario (anti-eNOS y anti-iNOS mono-
clonal de ratén, Transduction Laboratories) a una
dilucién de 1:50 por 2 horas y enjuagadas en PBS.
Luego fueron incubadas con el anticuerpo secun-
dario (inmunoglobulina cabra antirratén, Trans-
duction Laboratories) por 30 minutos y enjuagadas
en PBS. Para la tincion, las secciones se hicieron
reaccionar con peroxidasa de estreptavidina por 30
minutos y se enjuagaron en PBS. Finalmente fue-
ron tratadas con solucién sustrato-cromogena por
3 minutos y montadas después de tincion control
con hematoxilina.

RESULTADOS

Ingresaron al estudio un total de 11 pacientes: 6
pacientes al grupo control, y 5 al grupo de sinusitis
cronica. De los 6 pacientes controles, 5 proceden
de abordajes transesfenoidales de hipéfisis y 1 de
una descompresion orbitaria por orbitopatia de
Graves. Las edades promedio fueron de 37 afios en
el grupo control y 45 afios en el grupo sinusitis
cronica. En el grupo control el 33,3% de la muestra
fue de género femenino, mientras que en el grupo
sinusitis cronica, el 60% de la muestra fue de
género femenino.

El andlisis bajo microscopia de luz de los cortes
de mucosa sinusal de los pacientes controles
revel6 una intensa inmunoreactividad de las
isoformas endotelial (eNOS) (Figura 1) e inducible
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Figura 1: Paciente control, tincion (+) para eNOS, patron citoplasmético.

(INOS) de oxido nitrico sintetasa. Esta tincion se
observd en las células epiteliales ciliadas, glandu-
las de la submucosa y células endoteliales de los
vasos de la submucosa, indistintamente para am-
bas isoformas de la enzima. Las células epiteliales
ciliadas presentaron dos patrones distintos de
tincion inmunohistoquimica, lo que se observo
para ambas isoformas: 1) un patrdn citoplasmatico
difuso (Figura 1),y 2) un patrdn ciliar (Figura 2), en
el cual la tincion compromete exclusivamente el
borde apical ciliado del epitelio.

La microscopia de luz de la mucosa sinusal del
grupo portador de sinusitis crénica reveld en 2

casos (40%) una infiltracion inflamatoria cronica
de la submucosa, asociada a epitelio sinusal inma-
duro de tipo regenerativo (disminucion o ausencia
de células columnares ciliadas).

Al igual que en los sujetos controles, en la
mucosa sinusal de la totalidad de los pacientes
portadores de sinusitis cronica se detectd una
intensa inmunorreactividad de 6xido nitrico
sintetasa, tanto de eNOS como de iNOS (Figura 3),
en las células epiteliales ciliadas, glandulas de la
submucosa y células endoteliales de los vasos de
la submucosa. Las células epiteliales ciliadas de
los pacientes con sinusitis cronica también presen-

Figura 2: Paciente control, tincion (+) para iNOS, patrén ciliar.
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oy

Figura 3: Paciente portador de sinusitis crénica, tincion (+) para iNOS, patrén citoplasmético y ciliar.

taron los dos patrones de tincién inmunohis-
toquimica descritos en los pacientes controles para
ambas isoformas: el patrén citoplasmatico y el
patrén ciliar, excepto en los dos pacientes que
mostraron un epitelio sinusal inmaduro con dismi-
nucién o ausencia de células columnares ciliadas,
en cuyo caso no se observo el patron de tincion
ciliar, ya que se tifid el citoplasma de células
epiteliales de aspecto inmaduro.

DISCUSION

No se encontraron diferencias cualitativas al com-
parar la expresion de 0xido nitrico sintetasa (NOS)
en la mucosa sinusal de pacientes sanos versus
pacientes portadores de sinusitis crénica, tanto en
relacién al tipo de célula que expresa la enzima
(células epiteliales ciliadas, glandulas de la
submucosa y células endoteliales de los vasos de
la submucosa), a la isoforma de NOS expresada
(INOS y eNQOS) y al patrén de expresion de NOS
(citoplasmético v ciliar), exceptuando en este (lti-
mo caso, a los 2 pacientes que presentaron inma-
durez de las células columnares ciliadas, y por lo
tanto, ausencia de patrén ciliar.

Considerando estos resultados, nuestro estu-
dio no apoya la hipétesis de una menor produccién
de ON por parte de la mucosa de los pacientes
portadores de sinusitis cronica, sino que mas bien
de una menor llegada de ON al sitio de medicién de
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éste, la cavidad nasal, lo que podria explicarse por
una menor difusién del ON a la cavidad nasal
secundaria a edema de la mucosa sinusal, obstruc-
cion de los ostia de drenaje de los senos
paranasales propio del proceso de rinosinusitis, o
efecto de presion negativa al interior del seno mal
ventilado.

La isoforma inducible de la oxido nitrico
sintetasa (iNOS) es mds eficiente en la produccién
de ON que las isoformas endotelial y neuronal. De
esta manera, un cambio en la proporcién de la
expresion de las distintas isoformas, predominan-
do las menos eficientes, podria haber explicado las
bajas mediciones de ON exhalado nasal en sinusitis
cronica, pero tampoco encontramos ninguna dife-
rencia en el tipo de isoforma expresada entre
ambos grupos.

La demostracion de la presencia de Oxido
nitrico sintetasa en la mucosa sinusal de los pa-
cientes portadores de sinusitis cronica abre nuevas
perspectivas terapéuticas, haciendo posible el tra-
tamiento de esta enfermedad con dadores de dxido
nitrico, como la L-arginina, ya que el requisito para
la conversion de L-arginina en ON es la presencia
de la enzima que cataliza esta reaccion. De esta
forma se podria potenciar el batido ciliar y el efecto
bacteriostatico y virustatico que el ON tiene sobre
el epitelio sinusal en los pacientes portadores de
rinosinusitis crénica.

El nimero total de pacientes que ingresd al
estudio fue bajo, dado por la relativa baja inciden-
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cia de las patologias estudiadas (abordaje
transesfenoidal de hipdfisis, descompresion
orbitaria, sinusitis cronica con indicacién quirtrgi-
ca), y a los variados y prevalentes criterios de
exclusion (rinitis alérgica, tabaquismo, etc...). A
pesar de ello, fue suficiente para nuestro analisis
cualitativo, ya que todos los pacientes del grupo
sinusitis cronica presentaron inmunoreactividad
para ambas isoformas de NOS.

CONCLUSION

Este estudio demuestra la presencia constitutiva de
la enzima 6xido nitrico sintetasa, en sus isoformas
endotelial e inducible (eNOS e iNOS), en la mucosa
sinusal humana normal.

La mucosa sinusal de los pacientes portadores
de rinosinusitis crénica expresa ambas isoformas
de 6xido nitrico sintetasa, eNOS e iNQOS, sin dife-
rencias cualitativas con respecto a los pacientes
controles. Este hallazgo hace factible el uso tera-
péutico de dadores de 6xido nitrico, como la L-
arginina, en rinosinusitis crénica.

De acuerdo a esto, no habria diferencias en la
produccion de éxido nitrico entre sanos y portado-
res de rinosinusitis crénica. La disminucién obser-
vada en la medicién de ON exhalado nasal en
pacientes con rinosinusitis crénica comparado con
sujetos sanos se deberia a una menor difusion del
ON desde las cavidades paranasales a la cavidad
nasal.
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