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RESUMEN

La disquinesia ciliar primaria (DCP) corresponde a una enfermedad genética
heterogénea, que se produce por una alteracion estructural o funcional de los cilios.

Es de dificil diagndstico tanto por su variada sintomatologia como por la existencia
de métodos de screening y diagndstico complejos. El método que hasta ahora ha sido
considerado como gold standard es el andlisis de la estructura ciliar por medio de la
microscopia electrénica de transmision (MET). Esta técnica tiene limitaciones porque
permite analizar un ndmero limitado de axonemas ciliares y puede excluir del
diagndstico a pacientes con axonema normal pero con alteracion funcional y clinica
cldsicas. En los dltimos afios se han desarrollado métodos diagndsticos sobre la base
de un mejor conocimiento de la estructura proteica de los cilios, de los genes que
codifican estas proteinas y de las mutaciones asociadas a DCP. Estos nuevos métodos
consisten en un andlisis genético y un estudio de la expresion de proteinas ciliares en
los pacientes afectados. Esta publicacion tiene como objetivo realizar una revision de la
fisiopatologia de la DCP, los métodos diagndsticos actuales y resumir el desarrollo del
diagndstico genético en la literatura internacional y su posible aplicacién en nuestro
medio.
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ABSTRACT

Primary cilliary dyskinesia (PCD) is an heterogeneous genetic disease caused by a
structural and/or functional alteration of the ciliary skeleton. It is a diagnostic challenge
due to its protean clinical presentation and fo the complexity of screening and
diagnostic methods. The method hitherto regarded as the gold standard is the analysis
of ciliary structure by transmission electron microscopy (TEM). This presents
limitations because analyzes a limited number of ciliary axonemes, and may exclude
cases with typical functional and clinical presentation. In recent years new diagnostic
methods have been developed based on novel knowledge of the structural ciliary
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proteins, the genes encoding these proteins and mutations associated to DCP. These
new methods include genetic analysis and the study of protein expression in cilia of the
affected patients. This paper reviews DCP pathophysiology, the current diagnostic
methods applied, and summarizes the international literature regarding the diagnosis of

DCP based on genetic screening.

Key words: Primary cilliary dyskinesia; genetic diagnosis.

INTRODUCCION

La disquinesia ciliar primaria (DCP) es una enfer-
medad poco frecuente, cuya prevalencia se estima
entre 1/15.000 a 1/30.000 habitantes en poblacién
general, con un patron de herencia autosémica
recesiva.

La DCP se produce por una alteracién estructu-
ral o funcional de los cilios, afectando las células y
epitelios ciliados, por lo que su presentacion clini-
ca es muy variada. Entre otras manifestaciones se
encuentran infecciones recurrentes de las vias
aéreas, situs inversus en el 50% de los pacientes e
infertilidad. La gravedad del cuadro clinico va de
casos muy leves a severos, incluso pueden no
manifestar sintomas y presentar conjuntamente
importantes alteraciones ultraestructurales y fun-
cionales’.

Los cilios estan formados por 9 dobletes de
microtlbulos, que se disponen alrededor de dos
microtubulos centrales (9+2). Los microtdbulos
periféricos poseen dos brazos de dineina: un brazo
externo (BE) y un brazo interno (BI).

El andlisis por MET ha permitido determinar la
frecuencia de las distintas alteraciones estructura-
les de los cilios en los pacientes con DCP2. El brazo
externo de dineina es el que presenta el mayor
porcentaje de alteraciones, de 24% a 43%, seguido
por el defecto de ambos brazos de 24% a 45%, el
defecto brazo interno de 14% a 29%, y por dltimo
el defecto del complejo central de 4% a 18%?.
Estas alteraciones estructurales son las responsa-
bles de producir las distintas alteraciones funcio-
nales de los epitelios ciliados de los afectados,
como la ausencia total del batido, un batido anor-
mal en cada cilio y la alteracion en la coordinacion.
Estas alteraciones influyen directamente en el
clearence mucociliar, la embriogénesis y la
motilidad espermatica.
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TAMIZAJE Y METODOS DIAGNOSTICOS

La DCP es una enfermedad de diagndstico dificil
tanto por su clinica heterogénea como por la
complejidad de los métodos diagnésticos. Lo ante-
rior es de gran importancia ya que se ha podido
determinar que el diagnéstico tardio empeora los
resultados clinicos®. Entre los métodos habitual-
mente empleados en el estudio de la funcion ciliar
tenemos: el test de sacarina, el estudio mediante
biopsia de batido ciliar en vivo, los cultivos celula-
res para el estudio de la funcion ciliar, la medicién
de 6xido nitrico y el estudio con MET. A estas
técnicas se ha agregado Gltimamente el estudio
genético, tanto como por medio de la identificacion
de mutaciones como por el estudio de expresion
de proteinas mutadas mediante inmuno-
fluorescencia de alta resolucion. Con estos adelan-
tos nuestra comprension de la asociacion entre los
cambios ultraestructurales del cilio y el defecto
genético de base en la DCP ha ido variando. Es
probable que mutaciones en cualquiera de las 250
proteinas que constituyen un cilio puedan poten-
cialmente participar como causa de la enfermedad.
Por otro lado se ha descrito Gltimamente que no
todos los casos con DGP tienen alteraciones
ultraestructurales asociadas, lo que abre un nuevo
desafio en esta materia.

Con respecto a los métodos diagndsticos clasi-
camente utilizados, uno de los exdmenes utilizados
como tamizaje ante la sospecha diagnéstica es el
test de la sacarina*, el que se considera que el
tiempo que demora el paciente en sentir el sabor
de la sacarina desde que se coloca en la entrada de
la fosa nasal debe ser menor de 30 minutos. Este
€S un examen poco preciso y depende de multiples
variables, requiriendo una anatomia y sensacion
gustativa normal, por lo que no es el examen ideal,
menos adn en nifios®.
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La evaluacion de la funcién ciliar se realiza por
medio del analisis de la frecuencia de batido ciliar y
del patron de batido ciliar. La frecuencia de batido
ciliar se determina que esta alterada si es menor a
11 Hz. Esto tiene una sensibilidad de 87%, y una
especificidad de 77%®. Se ha visto que esta altera-
cidn se relaciona con defectos en el brazo externo
de la dineina. En el andlisis del patrén de batido
ciliar se puede encontrar desorientacion ciliar, bati-
do descoordinado y disminucion de la amplitud,
entre otras alteraciones. La alteracion del batido
ciliar se relaciona con defectos en el brazo interno
de la dineina’.

El estudio del o6xido nitrico (NO) nasal ha
demostrado que los pacientes con DCP tienen
valores significativamente menores que los pacien-
tes controles. El mecanismo no esta claro, pero la
fuerza de roce producida por el batido ciliar podria
inducir la produccion de NO. Se ha encontrado
alguna sobreposicion de valores con fibrosis
quistica, aunque valores muy bajos serian muy
sugerentes de DCP, por otro lado valores altos de
oOxido nitrico descartarian disquinesia ciliar prima-
ria. Se ha visto que el nivel de NO es bajo sin variar
en relacién al tipo de alteracion estructural que
presente cada paciente’.

El método diagndstico considerado como gold
standard es la MET. Se requiere tomar una muestra
de la mucosa bronquial o nasal por medio de
cepillado o biopsia con pinza. Se realiza un analisis
de la estructura ciliar bajo un microscopio electré-
nico de transmision en busca de las alteraciones
estructurales. Para esto la biopsia debe realizarse
en una mucosa sin inflamacién, ya que puede
haber alteraciones estructurales secundarais del
axonema producto de la alteracion local
(disquinesia ciliar secundaria).

Otro problema frecuente con las muestras es
que se necesita un nimero minimo de cilios en
buenas condiciones, alrededor de 50, los cuales
son dificiles de obtener dado el dafio secundario a
inflamaciéon de la mucosa que casi todos los
pacientes tienen. Lo anterior lleva a que un porcen-
taje importante de las biopsias sean insuficientes
para realizar el analisis. En un estudio realizado en
nuestra Facultad, se determiné que de 500
biopsias por sospecha de DCP, el 39% fueron
insuficientes?.

Algunos estudios han determinado que existe
un grupo de pacientes que con clinica clasica de
DCP, no presentan alteraciones estructurales en la
MET. Este grupo representa el 3% a 28% de los
pacientes, los cuales no podrian ser identificados
por el estudio de MET®.

Por las razones anteriormente expuestas, se
han desarrollado técnicas con mayor sensibilidad y
especificidad basadas en los nuevos conocimien-
tos sobre la genética de la DCP.

DIAGNOSTICO GENETICO

En los Gltimos afios el conocimiento de las protei-
nas estructurales de los cilios y de los genes que
codifican estas proteinas, ha permitido descubrir
las alteraciones genéticas especificas asociadas a
DCP, desarrollandose asi nuevos métodos diag-
nosticos. Estos consisten en el andlisis genético y
en el estudio de expresion de proteinas de los
pacientes afectados.

Hasta ahora se ha analizado la estructura y
mutaciones que afectan el brazo externo de la
dineina, al ser éste el principal afectado en la DCP.
Para esto se han estudiado con anticuerpos
fluorescentes especificos para cada proteina que
conforma el brazo externo pudiendo asi determinar
la expresion y ubicacion de estas proteinas segin
el tipo de mutacion genética de los pacientes.

Los brazos externos de la dineina son
multiproteinas complejas que actdan como moto-
res moleculares. En el estudio de su estructura se
ha determinado que cada brazo externo se compo-
ne de 3 cadenas pesadas (o, By y), 2 cadenas
intermedias y 8 cadenas livianas®. Se han identifi-
cado los genes que codifican las cadenas pesadas
e intermedias del brazo externo, sin estudiar aln
los genes que codifican las cadenas livianas. Los
genes identificados hasta ahora son:

Cadenas pesadas: DNAH11, DNAH17, DNAH9,
DNAHS5, DNAHS.
Cadenas intermedias: DNAI1, DNAI2

A continuacion se analizan los genes cuyas

mutaciones han sido identificadas en un porcentaje
significativo de casos de DCP.
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DNAHS5

El gen DNAH5 se localiza en el cromosoma 5 y
comprende 79 exones. Codifica una cadena pesada
del BE de la dineina. La mutacion de este gen
produce alteraciones del BE, asociadas o no a situs
inversus.

Se encuentra en el 28% de los pacientes con
DCP, pero en el 49% de los que tienen defectos del
BE. Con estudios de inmunofluorescencia se ha
podido determinar que en pacientes con esta muta-
cién hay expresién de la proteina, pero ésta es
incapaz de ensamblarse en el BE, identificindose
acumuladas en el centro organizador de micro-
tlbulos™.

Con el estudio de la expresion de esta proteina,
junto con la expresion de la proteina DNAH9 se han
identificado la existencia de dos tipos de brazos
externos en cada cilio, de esta manera los BE que
se encuentran en la zona proximal de cada cilio
sdlo expresan la proteina del gen DNAH5, a dife-
rencia de los BE que se encuentran en la zona distal
de cada cilio, los que expresan las proteinas
DNAH5 y DNAH9™,

DNAI1

Este gen se localiza en el cromosoma 9, compren-
de 20 exones. Corresponde a una cadena interme-
dia del brazo externo de la dineina. La mutacidn
s6lo ha mostrado defectos del BE. Se ha encontra-
do en el 10% de los pacientes con DCP, y en el
14% de los pacientes con DCP con alteraciones del
brazo externo®.

Se ha observado que la mutacién del gen
DNAI1 también afecta la expresion de la proteina
DNAHS, pero sélo en la zona distal de los cilios. De
esta manera los cilios pueden tener una ausencia
total de la proteina DNAH5 (al haber mutacion de
ese gen) o ausencia parcial de la proteina DNAH5,
ausentandose en los brazos externos distales del
cilio, lo cual ocurre cuando hay una mutacion del
gen DNAHI.

Interesantemente se ha visto una diferencia en
la actividad ciliar segtn la ausencia parcial o total
de la proteina DNAH5, es asi como en los tejidos
que se ha determinado una ausencia parcial de
DNAH5 se ha visto una frecuencia de batido ciliar
severamente disminuida, en cambio en los tejidos
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con ausencia completa de DNAH5 se observan
cilios inmoviles™.

DNAH11

Se ubica en el cromosoma 7 y comprende de 82
exones. Codifica una cadena pesada del brazo
externo de la dineina. La mutacion de este gen se
ha identificado en pacientes con clinica compatible,
batido ciliar alterado, pero MET normal®. La expre-
sion de las proteinas de DNAH5 y DNAI1 también
estd mantenida. En estos casos no habria infertili-
dad masculina asociada.

La alteracién de batido ciliar se debe detectar
en camaras de movimiento lento, dando més deta-
Ile de las alteraciones funcionales de los cilios.

La mutacién de este gen podria explicar a los
pacientes que teniendo clinica de DCP tienen MET
normal.

Ventajas del diagndstico con
inmunofluorescencia de expresion de proteinas

Este método diagnostico presenta importantes ven-
tajas en relacion a los métodos tradicionales. Entre
éstas se encuentra el hecho de que la muestra de
tejido puede ser obtenida por medio de cepillado
nasal, ademas de poder usar la misma muestra para
pruebas funcionales de batido ciliar, sin la necesidad
de repetir la biopsia o tomar dos muestras. Ademas,
por medio de la inmunofluorescencia de la expre-
sion de proteinas, se pueden detectar alteraciones a
lo largo de todo el axonema ciliar, y no sélo limitar el
andlisis a un segmento especifico, como ocurre en
la microscopia electronica. Otra importante ventaja
estd en que la expresion de las proteinas no es
afectada por causas secundarias, como es la infla-
macion de la mucosa de la muestra. De esta manera
disminuiria el ndmero de muestras insuficientes,
aumentando la eficiencia diagndstica de la técnica.
Con la utilizacion de estos nuevos métodos diagnos-
ticos se podra identificar a los pacientes que poseen
una clinica clasica de DCP sin alteraciones estructu-
rales.

Andlisis genético

Con respecto al andlisis genético, hasta ahora se
han estudiado en algunos grupos la frecuencia de
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las distintas mutaciones identificadas. En estos
estudios se ha podido determinar que los pacientes
con DCP que presentan mutaciones en el gen
DNAHS5, junto con los pacientes con mutaciones en
el gen DNAI1, representan el 39% del total de
pacientes con DCP de la muestra™.

Dentro de las multiples mutaciones que pueden
afectar al gen DNAHS, el 47% de éstas se encuen-
tran concentradas en 5 axones™. De la misma
manera, la gran mayoria de las mutaciones que
afectan al gen DNAI1 se concentran en 4 exones3.
Es asi como si sélo se hiciera screening en los 9
exones con mayor probabilidad de mutacién (5
exones del DNAH5 y 4 exones de DNAHI1), se
podrian identificar al 24% de los pacientes con
DCP™. Lo anterior abre la posibilidad de realizar
test genéticos en donde con el andlisis de un
nimero de exones limitados se puedan identificar
un porcentaje importante de los pacientes con DCP,
haciendo este examen mas sencillo y de menor
costo, en comparacion a la necesidad de realizar un
andlisis genético completo.

Un punto importante es que esta poblacion
corresponde a un grupo limitado, faltando atin
estudios para conocer la prevalencia de las distin-
tas mutaciones en otras poblaciones, como podria
ser la de nuestro pais.

Actualmente esta disponible un test para detec-
tar mutaciones en los genes DNAH5 y DNAI1 en la
Universidad de Carolina del Norte y en el Hospital
Freiburg (Alemania).

En nuestra Facultad se estd comenzando a
implementar técnicas que permitan estudiar la
expresion de las distintas proteinas estructurales
de los cilios, por medio de la inmunofluorescencia.

CONCLUSIONES

El diagnostico de la DCP sigue siendo un desafio
en otorrinolaringologia, dado principalmente por
su variada clinica y métodos diagnésticos comple-
jos y poco especificos. Hasta ahora el método
estandar es la MET que no detecta todos los casos
de DCP, y que excluye especialmente al grupo, que
teniendo una estructura ciliar normal, tendria alte-
raciones funcionales, que igual llevan a una clinica
caracteristica.

El estudio genético y de expresion de proteinas
pueden ser herramientas muy (Gtiles para aumentar
la precisién diagndstica en estos pacientes. Para
esto se necesita ampliar el estudio para el recono-
cimiento de nuevas mutaciones y asi abarcar con
un mayor porcentaje de pacientes con DCP. De
igual manera se requieren estudios locales para
conocer los tipos de mutaciones especificas que
presenta nuestra poblacion de pacientes con DCP,
que puede ser diferente a las de los estudios
existentes debido a las diferencias geograficas y
étnicas.
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