ARTICULO ORIGINAL
An Orl Mex 2022; 67 (1): 32-39.

https://doi.org/10.24245/a0rl.v67i1.7367

Caracterizacion de la huella biologica
de mucosa nasal vs polipos nasales
mediante espectroscopia FTIR

Characterization of the biological fingerprint
of nasal mucosa vs nasal polyps by FTIR
spectroscopy.

José Ricardo Sanchez-Santa Ana,! Gustavo Jesus Vazquez-Zapién,? Jorge Alberto
Romo-Magdaleno,! Esmeralda Garcia-Perez,' Mdénica Maribel Mata-Miranda?

Resumen

OBJETIVO: Comparar la huella biolégica de mucosa nasal vs pélipos nasales usando
espectroscopia FTIR para determinar los cambios biomoleculares.

MATERIALES Y METODOS: Estudio prospectivo, observacional, descriptivo, transver-
sal de casos y controles en el que se tomaron muestras de mucosa sana y de pdlipos
nasosinusales de pacientes con rinosinusitis cronica polipoidea. Se analizaron me-
diante espectroscopia FTIR en modo de reflectancia total atenuada y su funcién de
mapeo bioquimico. Asimismo, se realizé andlisis histopatolégico mediante tincién de
hematoxilina-eosina.

RESULTADOS: Se incluyeron 6 muestras de mucosa sana y 14 de pélipos nasosinusales.
Se determiné mediante espectroscopia FTIR la huella biolégica de la mucosa nasal sana
y de pdlipos inflamatorios nasosinusales, encontrando diferencias significativas en las
regiones de proteinas, carbohidratos y dcidos nucleicos (coldgeno y glucosaminogli-
canos). Los hallazgos histolégicos de los pélipos fueron principalmente metaplasia
escamosa, edematizacion de la mucosa e infiltrado inflamatorio.

CONCLUSIONES: La espectroscopia FTIR permite diferenciar entre mucosa nasal
sana y mucosa nasal inflamatoria, con lo que se propone a la espectroscopia FTIR
como alternativa de estudio preoperatorio del paciente con rinosinusitis cronica
polipoidea.

PALABRAS CLAVE: Rinitis; polipos nasales; bioespectroscopia infrarroja transformada
de Fourier.

Abstract

OBJECTIVE: To compare the biological footprint of nasal mucosa vs nasal polyps using
FTIR spectroscopy to determine biomolecular changes.

MATERIALS AND METHODS: A prospective, observational, descriptive, cross-section-
al, case-control study was done taking samples of healthy mucosa and of sinonasal
polyps from patients with chronic polypoid rhinosinusitis. They were analyzed by FTIR
spectroscopy in attenuated total reflectance mode and their biochemical mapping
function. Likewise, histopathological analysis was performed using hematoxylin-
eosin staining.

RESULTS: There were included 6 samples of healthy mucosa and 14 of sinonasal pol-
yps. The biological footprint of the healthy nasal mucosa, as well as of inflammatory
sinonasal polyps, was determined by FTIR spectroscopy, finding significant differences
in the regions of proteins, carbohydrates and nucleic acids (collagen and glycosami-
noglycans). The histological findings of the polyps were mainly squamous metaplasia,
mucosal edema, and inflammatory infiltrate.
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CONCLUSIONS: FTIR spectroscopy makes it possible to differentiate between
healthy nasal mucosa and inflammatory nasal mucosa, thus proposing FTIR
spectroscopy as an alternative for the preoperative study of patients with chronic

polypoid rhinosinusitis.

KEYWORDS: Rhinitis; Nasal polyps; Fourier transform infrared spectroscopy.

ANTECEDENTES

La rinosinusitis cronica es una enfermedad
multifactorial que consiste en inflamacion de
la mucosa que reviste los senos paranasales.’
En 2012, de acuerdo con el trabajo de posicio-
namiento europeo sobre rinosinusitis cronica
y polipos nasales (EPOS 2012),% se definié a
la rinosinusitis crénica como un proceso in-
flamatorio de la nariz y los senos paranasales
caracterizado por dos o mas de los siguientes
sintomas: congestién u obstruccién nasal, rino-
rrea anterior o posterior, dolor o presion facial y
disminucion en el sentido del olfato por al menos
12 semanas de evolucién sin alivio completo.

Tradicionalmente se ha subdividido a la rino-
sinusitis crénica en: rinosinusitis crénica sin
pélipos y rinosinusitis crénica con pdélipos,
definidos como fenotipos. El diagnéstico de
la rinosinusitis crénica con pélipos requiere la
evidencia de pdlipos en la cavidad nasal o en
el meato medio mediante endoscopia nasal o
mediante tomografia computada de nariz y senos
paranasales que demuestre edema de la mucosa
de los senos paranasales y la existencia de pé6-
lipos nasosinusales.” En general, la rinosinusitis
crénica con polipos representa una enfermedad
mas compleja, con sintomas mas severos y peor
prondstico que la rinosinusitis crénica sin poli-
pos,>**> ademas de ser concomitante con otras
enfermedades, como rinosinusitis aguda, rinitis
crénica, enfermedad por reflujo gastroesofagi-
co, asma y apnea del suefio.® Existe también
un grupo de pacientes con rinosinusitis crénica

con polipos y asma que también manifiestan
sintomas respiratorios superiores e inferiores
asociados con la ingestion de medicamentos
que inhiben la enzima ciclooxigenasa 1 (COX-1).
Estos pacientes tienen enfermedad respiratoria
exacerbada por aspirina que, en general, mani-
fiestan una enfermedad mas severa y requieren
mas cirugias que los pacientes Ginicamente con
rinosinusitis crénica con pélipos.”

La fisiopatologia de la rinosinusitis crénica con
polipos no esta completamente comprendida.
Se ha estudiado el papel que juegan las células
del epitelio respiratorio sinusal, el sistema inmu-
nitario del huésped y patégenos como hongos y
bacterias. Se ha propuesto que la alteracién en la
barrera epitelial puede incrementar la exposicién
de patégenos inhalados, antigenos y particulas
que, en un paciente con una respuesta inmuni-
taria alterada, genera un proceso inflamatorio
cronico.® Claramente, la clasificacion clésica de
rinosinusitis cronica en sin pélipos y con pélipos
no describe adecuadamente la complejidad de la
enfermedad®'® y se ha evidenciado que existen
subtipos o endotipos dentro de cada fenotipo.
Identificar los endotipos inflamatorios puede
guiar potencialmente el tratamiento y ofrecer
alternativas de tratamiento en pacientes que
son resistentes al manejo médico o quirdrgico
convencional.''? Este abordaje ha sido Gtil en
el manejo de pacientes con enfermedades infla-
matorias, como esofagitis eosinofilica y asma.

Debido a la incidencia frecuente de enfermedad
resistente en pacientes posoperados de rinosi-
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nusitis crénica con polipos a pesar del manejo
médico o quirtrgico 6ptimo y de la imposibi-
lidad de definir de manera preoperatoria los
perfiles inflamatorios de cada paciente, se ha
intentado definir biomarcadores que permitan
predecir con precisién el tipo de patrén infla-
matorio que muestran los pacientes.?

A la fecha, ningtin biomarcador validado ha po-
dido definir con precision el subtipo o endotipo
inflamatorio y tampoco predecir si un paciente va
a responder mejor a manejo médico o a cirugfa.
Se ha intentado obtener marcadores inflamato-
rios en sangre periférica; sin embargo, éstos no
necesariamente reflejan los cambios inflamatorios
observados localmente en los pélipos nasales.'
Lou y colaboradores determinaron que la existen-
cia de mas de 55 eosindfilos por campo de alto
poder en la histopatologia de estos pacientes, o
tener mas de 27% de eosindfilos en el total del
conteo celular en un espécimen de tejido sinusal,
predice la recurrencia de poliposis nasal en los
siguientes dos afos.' Se han estudiado alrededor
de 20 mediadores, como la proteina catidnica
eosinofilica, IL-5, IL-10, IL-13, la eotaxina, etc.; de
todos éstos, Gnicamente la IL-10 ha demostrado
una correlacién significativa y positiva entre el
lavado nasal y el tejido polipoideo.

La bioespectroscopia infrarroja transformada
de Fourier (FTIR) es una técnica vibracional
que permite caracterizar muestras biolégicas
determinando su composicion y cuantifica-
cién biomolecular. Su uso para el andlisis de
especimenes biolégicos se estd expandiendo
rapidamente en la investigacion. Se ha descrito
a FTIR como un excelente método para analizar
tejido bioldgico, permitiendo la construccién de
imagenes de tejido o de su arquitectura celular
mediante el paso de un espectro de datos a una
serie de algoritmos computacionales.

En el andlisis por espectroscopia FTIR existe ab-
sorcion de radiacion infrarroja cuando un fotén
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es transferido a una molécula y la excita a un
estado de energia mayor, resultando en vibra-
ciones de uniones moleculares que generan una
variabilidad de ondas o frecuencias. El material
biolégico, como proteinas, carbohidratos, lipidos
y acidos nucleicos, contiene una estructura Gni-
ca, de manera que es posible obtener un espectro
de su huella biolégica que corresponde a estos
grupos funcionales, estableciendo un patrén
Unico para cada tipo de tejido."

Esta técnica se ha demostrado como fundamental
y atil en biologia y medicina debido a su alta
sensibilidad para detectar cambios en los grupos
funcionales mencionados anteriormente.'® Para
el estudio de materiales bioldgicos, las regiones
del espectro medidas son habitualmente de
region de la huella bioldgica del tejido (1800-
800 cm™) y la regién de las proteinas amida | y
amida Il (1700-1500 cm™). Estas regiones com-
prenden la huella biolégica de la estructura y
funcioén del espécimen celular. Ademds, median-
te el andlisis multivariado de datos, se permite
elucidar marcadores diagnésticos potenciales
que pueden usarse en conjunto con técnicas de
histologia convencional.'*® Por tanto, la aplica-
cién de la espectrosopia FTIR para caracterizar
los componentes moleculares de tejido nasal o
tejido polipoideo sinusal no se ha demostrado.

En este trabajo, establecemos el uso de la es-
pectroscopia FTIR para determinar la huella
biolégica del tejido nasal sano y de pélipos
sinusales de pacientes con rinosinusitis cronica
polipoidea, asi como comparar sus cambios
biomoleculares, a fin de determinar si la es-
pectroscopia FTIR es Gtil como estudio para
diferenciar entre mucosa sana y p6lipos nasales
y determinar si este método pudiera ser (til
para diferenciar entre endotipos inflamatorios,
con el objetivo de contar con una herramienta
adicional a la histologia en el estudio de la
endotipificacion de pacientes con rinosinusitis
crénica con polipos.
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MATERIALES Y METODOS

Estudio prospectivo, observacional, descriptivo,
transversal, de casos y controles, realizado en el
Hospital Central Militar de noviembre de 2020
a enero de 2021. En el grupo control se inclu-
yeron todos los pacientes mayores de 18 afos
y menores de 65 afnos a quienes se les realizé
cirugia nasal (septoplastia o rinoseptoplastia)
y que no tuvieran enfermedad inflamatoria
crénica de la cavidad nasal o de los senos pa-
ranasales. En el grupo de estudio se incluyeron
todos los pacientes que acudieran a la consulta
externa con rinosinusitis crénica polipoidea,
definiendo la enfermedad de acuerdo con la
EPOS 2012.2 A los pacientes de ambos gru-
pos se les realizé historia clinica completa y
rinoendoscopia a fin de descartar enfermedad
infecciosa o inflamatoria aguda o crénica, y
a todos se les realiz6 tomografia computada
de nariz y senos paranasales simple en cortes
axiales, sagitales y coronales. Se excluyeron los
pacientes con enfermedad infecciosa aguda o
cronica, ya sea primaria o sobreagregada a la
enfermedad inflamatoria crénica polipoidea,
cirugia nasosinusal previa o que estuvieran
fuera del intervalo de edad.

Recoleccion de muestras

Para las muestras del grupo control, la toma de
mucosa nasal sana se hizo en todos los casos
de la mucosa respiratoria del tabique nasal
2-3 mm posteriores a la unién mucocutanea
septal del lado derecho, la toma de muestra
se realizé bajo anestesia general al inicio del
procedimiento quirdrgico nasal elegido para
el paciente, bajo vision directa con lampara
frontal. En el caso de los pacientes del grupo
de estudio, la toma de muestra se hizo de un
pélipo de meato medio izquierdo, la muestra
se tomé bajo visién endoscopica con lente
de 30°y con pinza para toma de biopsia (Karl
Storz, GmbH).

Espectroscopia infrarroja transformada de
Fourier (FTIR)

Se realizé andlisis espectral FTIR en el rango de
espectro entre 4000 y 400 cm (infrarrojo medio)
utilizando un espectrémetro FTIR (6600, Jasco)
en modo de muestreo de reflexién total atenua-
da (ATR). El instrumento tiene una resolucion
espectral de 4 cm™'. La muestra se depositd en
la superficie del cristal ATR y se dejo secar a
temperatura ambiente por 15 minutos para eli-
minar el exceso de agua. La radiacién infrarroja
se propagd a través del cristal y de la muestra
para obtener el espectro correspondiente a la
absorcién infrarroja de las muestras, en un pro-
medio de 120 adquisiciones por cada medicion.
Se realizaron tres réplicas de cada muestra.

Histologia

Inmediatamente después de la toma de mucosa
nasal sanay pélipos nasosinusales, los tejidos se
colocaron en tissue-tek (4853; Sakura) y se obtu-
vieron criocortes de 5 ym utilizando un criostato
de pie a-25°C (ECO-1900; Ecoshel). Enseguida,
los criocortes se fijaron con paraformaldehi-
do al 4% durante 30 minutos a temperatura
ambiente y se enjuagaron con solucién buffer
fosfato (PBS). Posteriormente, las muestras se
tiferon con la tincién de hematoxilina-eosina
(H&E). Por ultimo, las muestras histolégicas se
analizaron usando un microscopio éptico (Ti-U
Eclipse, Nikon), analizando el tejido epitelial, el
estroma de la mucosa y el infiltrado inflamatorio,
capturandose microfotografias a 40X y 100X
utilizando el programa Image Pro Premier 9.1
(Media Cybernetics).

Aspectos éticos

Se pidi6 a cada paciente consentimiento infor-
mado para la toma de una biopsia de 1T cm® de
mucosa nasal sana (en el caso del grupo control)
y de pdlipo sinusal en el meato medio a fin de
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participar en el estudio. EI Comité Institucional
de Etica en Investigacion aprobé el protocolo y
el consentimiento informado. Todos los experi-
mentos fueron examinados y aprobados por el
Comité de Etica.

Analisis multivariado

Una vez que se adquirieron todos los espectros
de infrarrojo (espectros en crudo), se les aplico
un tratamiento de normalizacion de variable
aleatoria normal tipificada con el programa
Unscrambler X10.3 CAMO. Después de que
los espectros fueron tratados, se utilizaron como
datos de entrada para realizar un analisis de
componentes principales, reduciendo la dimen-
sionalidad de los datos mediante el programa
IBM SPSS Statistics 22.

RESULTADOS

En la Figura 1 se muestran los espectros FTIR
normalizados y promediados de ambos grupos
en la regién de la huella dactilar bioldgica,
donde pueden observarse bandas de absorcién
asociadas con diferentes tipos de biomoléculas
que incluyen lipidos, proteinas, carbohidratos
y acidos nucleicos, encontrando diferencias en
la composicién estructural y bioquimica entre
mucosa nasal sana y pélipos nasosinusales.

Observamos la region de proteinas amida ly Il a
1640 cm™ y 1540 cm™, respectivamente. Ense-
guida, en particular con este trabajo observamos
las caracteristicas de absorcién del colageno (el
triplete especifico de bandas en 1280, 1238 y
1204 cm™)."” Posteriormente a 1134y 1072 cm’?
se observaron bandas espectrales relacionadas
con glucosaminoglicanos (GAGs),'® apreciando
que el tejido correspondiente a pélipos nasosi-
nusales mostré mayor absorbancia de colageno
y GAGs. Por (ltimo, a 1060 cm™ se observo
mayor absorbancia en el tejido de pdlipos y
correspondia a las a-globulinas.
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Figura 1. Espectros FTIR normalizados y promediados
de mucosa nasal sana vs p6lipos nasosinusales repre-
sentados en la region de la huella dactilar biolégica.

Por otro lado, obtenidos los espectros y utilizan-
do su segunda derivada, se realiz6 un andlisis
de componentes principales para disminuir la
dimensionalidad de las variables, obteniendo
gréficas de puntuaciones en las regiones de co-
lageno (1238 cm™) y GAGs (1072 cm™), en las
graficas de las dos regiones se observaron grupos
bien definidos asociados con mucosa nasal sana
y polipos nasosinusales (Figura 2). Al realizar
este andlisis de componentes principales, se
aprecio6 una clara discriminacién al agrupar en
el primer componente principal el 97.8% de
las variables para el coldgeno y el 98.7% en la
region de GAGs, mientras que en el segundo
componente principal se sumaron el 1.3% vy el
1% de las variables, respectivamente.

Por dltimo, en el andlisis histologico (Figura 3) se
observé que en el pdlipo la superficie del epitelio
muestra una metaplasia escamosa (Figura 3A),
que fue muy evidente cuando se comparé con
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Figura 2. Graficas de puntuaciones de los components principales calculados para los espectros de mucosa nasal
sana vs pélipos nasosinusales en las regiones de colageno (A) y glucosaminoglicanos (B).

la mucosa sana, ademds de que fue posible
distinguir los cambios morfolégicos que habian
sufrido las células epiteliales, mostrandose algu-
nos coilocitos, mismos que pueden distinguirse
por el incremento en el radio ndcleo/citoplasma,
hipercromasia nuclear y acromasia citoplasma-
tica. Asimismo, se observé que un estroma laxo
constituye una mucosa edematosa (Figura 3B),
ocasionando la desorganizacién y rupturas de las
fibras, en donde ademads se observaron glandulas
mucosas hiperpldsicas (Figura 3C) e infiltrado
inflamatorio diverso (Figura 3D).

DISCUSION

En este estudio investigamos la composicion
bioquimica de la mucosa nasal sana y de pdlipos
nasosinusales mediante el uso de espectroscopia
FTIR, analizando las diferencias entre ambos
tejidos, de manera que se establecié la huella
biolégica de la mucosa nasal, asi como la de los
polipos inflamatorios nasosinusales encontran-
do diferencias significativas principalmente en
la regién de carbohidratos y acidos nucleicos,
ademas, fue posible realizar la caracterizacién
mediante el andlisis multivariado de andlisis de

Mucosa sana Pélipo

Figura 3. Andlisis histologico de mucosa nasal sana vs
polipos nasosinusales. Microfotografias representativas
tefiidas con H&E. A. Metaplasia escamosa. B. Mucosa
edematosa. C. Glandulas mucosas hiperplasicas. D. In-
filtrado inflamatorio diverso.

componentes principales, pudiendo discriminar
claramente ambos grupos en las regiones de
colageno y GAGs.

Enache y colaboradores' demostraron posterior
al analisis histopatolégico de 150 p6lipos nasales
la heterogenicidad de los cambios estromales
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y epiteliales y especialmente la existencia de
diferentes poblaciones de células inflamatorias
implicadas en la patogénesis de la enfermedad.
Entre los cambios estromales encontraron in-
filtracion eosinofilica y edema, concluyendo
que la presencia eosinofilica intraepitelial, asi
como estromal, probablemente juegue un pa-
pel importante en el proceso de remodelacién
de la mucosa en la rinosinusitis crénica con
polipos. Este mismo hallazgo fue evidenciado
por Seung-Heon y colaboradores, quienes
encontraron patrones histologicos distintos en
349 pacientes.?’ El objetivo de este estudio fue
demostrar que el analisis molecular mediante
espectroscopia FTIR puede diferenciar entre
mucosa sana y polipos nasosinusales basado en
la heterogenicidad celular que caracteriza al pro-
ceso inflamatorio de la mucosa nasal y al tejido
polipoideo y que diferencia a los endotipos en
la rinosinusitis crénica con pélipos.

Gil-Carcedo y su grupo?' describieron el uso
de la espectroscopia FTIR en dos pacientes
con parafinomas nasales como complicacio-
nes posoperatorias; sin embargo, el uso de la
espectroscopia en este estudio fue para deter-
minar la naturaleza quimica del parafinoma y
diferenciarlo del tejido nasal sano. Este ha sido
el inico reporte en la bibliografia del uso de la
espectroscopia FTIR para uso nasal; sin embar-
go, este estudio es el primer trabajo realizado
especificamente en tejido nasal y polipoideo,
asi como el primero en determinar la huella
biolégica de la mucosa nasal sana y de pdlipos
nasosinusales.

Respecto a los resultados espectroscopicos,
pudimos corroborar mayor cantidad de glu-
cogeno en el tejido polipoideo, evidenciando
mayor absorbancia entre 1300 y 1200 cm™;
de acuerdo con Tang y su grupo, en este in-
tervalo espectral de amida Il se localiza el
triplete especifico al coldgeno." Asimismo,
hubo cambios significativos en la region de
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carbohidratos y acidos nucleicos, insistiendo
en la mayor absorbancia de GAGs en el tejido
polipideo con respecto al tejido sano, con base
en los hallazgos de Sanden y colaboradores,
quienes reportaron que en esta regién pueden
caracterizarse los GAGs.'®

Ademas, a 1060 cm™ se observd una diferencia
significativa entre ambos grupos, resultado que
ha sido reportado por Gonciarz y colaboradores
como aumento de las a2 globulinas, lo que se
relaciona con un proceso inflamatorio en diver-
sos padecimientos.?? Respecto a nuestro trabajo,
los pélipos nasosinusales conllevan procesos
inflamatorios, como se menciond, resultados que
son congruentes con el proceso inflamatorio y
cambios histolégicos entre ambos grupos.

En este estudio encontramos que la espectros-
copia FTIR es un método Gtil para analizar la
estructura molecular del tejido nasal sano y de
los pélipos nasosinusales. Asimismo, al usar
analisis multivariado, es posible discriminar
perfiles biomoleculares de muestras histol6-
gicas reduciendo la dimensionalidad de las
variables.

Consideramos que esta tecnologia puede ser (til
en la diferenciacién de pélipos nasosinusales
con perfiles inflamatorios distintos a fin de
poder determinar el endotipo de cada pélipo
con base en su andlisis espectral molecular vy,
en conjunto con la histologia, categorizar de
manera preoperatoria el tipo inflamatorio de
cada pélipo nasosinusal con el objeto de definir
de una forma mas precisa el manejo médico o
quirdrgico ideal para cada paciente, asi como
establecer un posible factor pronéstico. Para
ello es necesario seguir analizando diferentes
endotipos inflamatorios, aumentar el nimero
de muestras en cada subgrupo y caracterizar
mediante mapeo bioquimico las diferentes
biomoléculas a fin de correlacionarlo con los
andlisis histologicos.
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CONCLUSIONES

La espectroscopia FTIR y su andlisis multivariado
como el andlisis de componentes principales
permiten diferenciar entre mucosa nasal sana y
mucosa nasal inflamatoria, con lo que se pro-
pone a la espectroscopia FTIR como alternativa
de estudio preoperatorio del paciente con rino-
sinusitis crénica polipoidea.
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