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RESUMEN

El estudio para el diagnéstico de la discinesia ciliar primaria (DCP)
tradicionalmente incluye, entre otras pruebas diagnosticas, la evaluacion
ultraestructural de los axonemas ciliares mediante microscopia electrénica de
transmision (MET). Sin embargo, la identificacion de variantes genéticas de DCP
con ultraestructura conservada o de cambios sutiles, junto con el desarrollo de
nuevas modalidades de diagnodstico para la DCP que permiten la evaluacion
estructural de los cilios, como el andlisis de inmunofluorescencia y una mayor
disponibilidad de pruebas genéticas, hace que se cuestione el papel
contemporaneo de la MET en el diagnéstico de la DCP. Por otra parte, los
estudios de correlacion fenotipo ciliar-genotipo-fenotipo clinico permiten ampliar

el conocimiento de la fisiopatologia de esta entidad.

El objetivo de esta tesis reside, por una parte, en poner en valor el papel de la
MET como método diagndstico de la DCP, y por otra identificar posibles
asociaciones entre los defectos ultraestructurales axonemales, la movilidad ciliar

y el genotipo respecto al fenotipo clinico de pacientes con DCP.

Nuestro analisis electronomicroscopico axonemal se enmarca dentro de un
estudio unicéntrico, observacional, de caracter prospectivo y retrospectivo
llevado a cabo sobre una serie de 117 pacientes reclutados entre 2018 y 2021,
en el que la observacion minuciosa ultraestructural de repetidas secciones
ciliares se ha correlacionado con las manifestaciones clinicas presentes en los
pacientes, con los datos obtenidos en el examen de la movilidad ciliar y asi
mismo con los resultados del estudio genético practicado en estos mismos

pacientes.

El estudio llevado a cabo nos ha proporcionado la obtencion de una amplia base
de datos y resultados, que en su analisis nos ha permitido identificar un nuevo
defecto axonemal, presente en todos los pacientes DCP, y que previamente no
aparece descrito en la literatura.
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Los resultados de este estudio sefialan el defecto en los brazos de dineina como
la alteracion axonemal mas prevalente en nuestra serie de pacientes DCP,

destacando el DNAH5 como el gen mas frecuentemente afectado.

Por otra parte, los estudios de correlacién que llevamos a cabo confirmaron la
existencia de ciertas correlaciones entre fenotipo clinico-genotipo-fenotipo ciliar,

si bien otras asociaciones aun deben ser bien definidas.

El analisis ultraestructural detallado y exhaustivo que realizamos sobre las
biopsias nasales resultd de gran utilidad para el reconocimiento e identificacion
de los cambios ciliares secundarios, alteraciones inespecificas que suelen

interferir en el correcto diagndstico ultraestructural de esta entidad.

Por dultimo, consideramos que la disposicion modificada de los dobletes
periféricos detectada mediante MET en la totalidad de pacientes DCP de nuestro
estudio, y a la que denominamos “rotura de simetria axonemal”, puede aportar
otro punto de vista sobre la patogénesis subyacente a esta entidad, y
proponemos sea introducida como un nuevo defecto ultraestructural a considerar

en el diagndstico de la DCP.

Con todo ello, confirmamos la relevancia de la MET dentro del algoritmo
diagnéstico de la DCP asi como la necesidad de mas estudios de correlacion
que permitan aumentar el conocimiento de esta entidad, y remarcamos las
interesantes posibilidades que aun puede ofrecer el estudio morfoldgico
ultraestructural de las muestras bidpsicas en Patologia.
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ABSTRACT

The study for the diagnosis of Primary Ciliary Dyskinesia (PCD) traditionally
includes, among other diagnostic tests, ultrastructural evaluation of ciliary
axonemes by transmission electron microscopy (TEM). However, the
identification of genetic variants of PCD with preserved ultrastructure or subtle
changes, together with the development of new diagnostic modalities for PCD
that allow structural evaluation of cilia, such as immunofluorescence analysis and
increased availability of genetic tests, raises questions about the contemporary
role of TEM in the diagnosis of PCD. On the other hand, ciliary phenotype-
genotype-clinical phenotype correlation studies allow to expand the knowledge

of the pathophysiology of this entity.

The aim of this thesis is, on the one hand, to highlight the role of TEM as a
diagnostic method for PCD and, on the other hand, to identify possible
associations between axonemal ultrastructural defects, ciliary motility and

genotype with respect to the clinical phenotype of patients with PCD.

Our axonemal electronomicroscopic analysis is part of a single-center,
observational, prospective and retrospective study carried out on a series of 117
patients recruited between 2018 and 2021, in which the detailed ultrastructural
observation of repeated ciliary sections has been correlated with the clinical
manifestations present in the patients, with the data obtained in the examination
of ciliary motility and also with the results of the genetic study performed in these

same patients.

The study carried out has provided us with an extensive database and results,
which in its analysis has allowed us to identify a new axonemal defect, present in

all DCP patients, and which has not been previously described in the literature.

The results of this study point to the defect in the dynein arms as the most
prevalent axonemal alteration in our series of PCD patients, highlighting DNAH5

as the most frequently affected gene.

XVi



On the other hand, the correlation studies we conducted confirmed the existence
of certain clinical phenotype-genotype-ciliary phenotype correlations, although
other associations have yet to be well defined.

The detailed and exhaustive ultrastructural analysis we performed on nasal
biopsies was very useful for the recognition and identification of secondary ciliary
changes, nonspecific alterations that often interfere with the correct ultrastructural

diagnosis of this entity.

Finally, we consider that the modified arrangement of the peripheral doublets
detected by TEM in all the PCD patients in our study, which we call "axonemal
symmetry break", may provide another point of view on the pathogenesis
underlying this entity, and we propose that it would be introduced as a new

ultrastructural defect to be considered in the diagnosis of SCD.

With all this, we confirm the relevance of TEM within the diagnostic algorithm of
PCD as well as the need for more correlation studies to increase the knowledge
of this entity, and we highlight the interesting possibilities that can still offer the

ultrastructural morphological study of biopsy samples in Pathology.
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1.1 Cilios

1.1.1 Definicion

La presencia de organulos cubiertos por membrana y con una funcionalidad
especifica es una de las caracteristicas propias de las células eucariotas. Uno
de esos organulos son los cilios, una estructura compleja y dinamica que esta
presente en casi todos los tipos celulares del organismo.

De este modo los cilios se conforman como organulos especializados, que se
extienden desde la superficie celular hacia el medio externo, formados por un
citoesqueleto de microtubulos y cubiertos por la prolongacion de la membrana
celular, desempefando funciones sensoriales, motoras y de transduccion de

senales (Figura 1).

Figura 1. Micrografia de un cilio. Zona apical de una célula multiciliada del epitelio
respiratorio en la que puede apreciarse la seccién longitudinal de una estructura ciliar
(Micrografia, x53.000).

Es una organela evolutivamente muy conservada, que se cree que ya estaba
presente en el LECA, ultimo ancestro eucariético comun (Mitchell, 2007) y que

se mantiene tanto en eucariotas unicelulares como en células diferenciadas de
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organismos multicelulares, incluidos los seres humanos, con mas de mil
millones de afios de historia evolutiva (Wan y Jékely, 2019).

Esta preservacion estructural a lo largo de la evolucion ha permitido utilizar
organismos modelo para realizar analisis detallados a nivel molecular y
bioquimico. En este sentido los organismos mas utilizados para el estudio ciliar
son el alga verde biflagelada Chlamydomonas reinhardtii o el protozoo
Tetrahymena thermophila (Poprzeczko et al., 2019). Como resultado de los
analisis en Chlamydomonas se han detectado mas de 600 proteinas en su
axonema, entre otras, las proteinas motoras, las necesarias para la

transduccion de sefiales y las proteinas de membrana (Ishikawa, 2017).
1.1.2 Tipos de cilios y funcion

En general se distinguen tres tipos de cilios en el organismo:

*Cilios moéviles: propulsan fluidos y particulas extracelularmente a lo largo de
la superficie de células epiteliales especializadas -conocidas como células
multiciliadas (CMC)- mediante ondas metacronales, a través de las cuales cada
cilio se mueve de manera no reciproca en una direccion definida y con la
misma frecuencia que los cilios vecinos, pero en una fase diferente segun su
posicion. Estas ondas son capaces de conducir un flujo de fluido estable a lo
largo de la superficie del epitelio ciliado (Blake y Sleigh, 1974). Los
espermatozoides poseen en su cola una unica estructura axonemal idéntica,
por lo que también se les incluye como cilios méviles.

En las vias aéreas los cilios moviles de las CMC son los responsables del
aclaramiento mucociliar en el epitelio respiratorio (Fahy y Dickey, 2010). Las
células ependimarias multiciliadas que tapizan los ventriculos cerebrales
generan igualmente el flujo ependimario del fluido cerebroespinal, necesario
para la homeostais del cerebro y la migracién de neuroblastos (Sawamoto et
al., 2006). Los cilios que tapizan el epitelio tubarico colaboran en el transporte
del embrion temprano desde el oviducto hacia la cavidad uterina (Lyons et al.,
2006) y propulsan al espermatozoide en su trayecto hasta la interaccién con el

ovocito en el istmo del oviducto (Inaba y Mizuno, 2015).
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*Cilios inmodviles o sensoriales: Son también denominados cilios primarios,
dado que cronolégicamente aparecen primero en el desarrollo celular,
ejerciendo en ellas funciones sensoriales (Pazour et al., 2003). Estos cilios
primarios funcionan como receptores especializados (cilio conector de
fotorreceptores en retina; cilios olfatorios en epitelio nasal; kinocilio en oido
interno), como mecanorreceptores (cilios primarios en células epiteliales de
tubulos renales y de conductos biliares y pancreaticos, que detectan y regulan
el flujo luminal) o participando en numerosas vias de sefalizacion,
responsables del desarrollo y la homeostasis de diversos tejidos, tales como
las vias de senalizacion de Hedgehog, de EGFR o de Wnt (Christensen et al.,
2008; Satir et al., 2010; Hildebrandt et al., 2011; Mitchison y Valente, 2017).

*Cilios nodales: Durante el desarrollo embrionario temprano (~7,5 dias
después del coito), el movimiento de rotacion de los cilios nodales de las
células del polo ventral del embridn crea un flujo de fluido hacia la izquierda.
Este flujo nodal es necesario para el establecimiento de la asimetria izquierda-

derecha en los 6rganos del embrion en desarrollo (Nonaka et al.1998).

Ademas de la movilidad y la funcién sensorial se ha descrito otra funcién
adicional que pueden llevar a cabo tanto los cilios moviles como los inmoviles:
la secrecion de vesiculas bioactivas desde la membrana ciliar, de forma que
pueden secretar ectosomas que contienen entre otros, enzimas y moléculas
senalizadoras (Wood et al.2013; Long et al. 2016).

A modo de resumen, en el organismo pueden distinguirse por lo tanto

hasta 8 tipos de cilios (Afzelius, 2004) que se presentan en la siguiente tabla:
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TIPO CILIAR
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Cilios primarios

Olfatorios

Fotorreceptores

Flagelo
matico

esper-

Kinocilios

PATRON
ESTRUCTURAL

9+0

o0&

9+0(1) 92 ()

o

+0
2:0 (1)
+

2

:
h

+2

¥

et

LONGITUD
(25uM @)

6um

10-15pum

5um

2-3um

2-3um

2-3um

45um

2-3um

Tabla 1. Descripcion de los tipos de cilios.

FUNCION

Movil

Movil

Movil

Sensorial

Sensorial

Sensorial

Movil

Sensorial

LOCALIZACION

Epitelio de vias
aéreas altas y
bajas, oido medio

Epéndimo de
ventriculos cere-
brales, conductos
eferentes de tes-
ticulo, oviducto

Embrion, a los
7,5 dias postcoito

Tdbulos renales y
ductos colectores
de rifién, conduc-
to biliar, pancreas
exocrino, cerebro,
sistema esquelé-

tico

Epitelio olfatorio

Segmento ex-
terno en retina

Espermatozoide

Oido interno
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1.1.3 Estructura y formacion del cilio

El cilio puede dividirse fundamentalmente en tres partes o componentes
estructurales a analizar: la membrana ciliar, el axonema y el cuerpo basal

(Figura 2).

Membrana ciliar

e

Axonema

Cuerpo basal —

Figura 2. Esquema de la estructura basica de un cilio.

Membrana ciliar

Se conforma como una extension de la membrana plasmatica, formada por la
elongaciéon del axonema, pero con una composicion unica de lipidos y
proteinas, incluyendo canales ionicos y receptores especializados, que
permiten al cilio detectar una amplia variedad de senales extracelulares, tales
como flujo de fluidos, estimulos luminicos y hormonas sexuales entre otros, y
transducirlas al interior de la célula (Rohatgi y Snell, 2010). Esta funcion, de
caracter sensorial, no se restringe sdlo a los cilios primarios, ya que la
presencia de receptores en cilios mdviles para detectar cambios fisicoquimicos
ambientales se ha descrito asimismo en los cilios del oviducto, que tras la
ovulacion aumentan su actividad para favorecer el transporte del ovocito, y tras
la fertilizacion para su transporte a la cavidad uterina (Verhage et al., 1979). De

igual forma, los cilios del epitelio respiratorio regulan la frecuencia de su batida
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ciliar en funcion de la viscosidad de la capa de fluido apical (Johnson et al.,
1991).

La membrana de los cilios primarios posee ademas receptores que intervienen
en la regulacion de las vias de senalizacion mediante morfégenos (SHH -sonic
Hedgehog-, Wnt) necesarios para regular la organogénesis (Christensen et al.,
2008). Es por ello, que los cambios mutacionales en los genes que son
expresados en los cilios sensoriales desembocan en diversos sindromes que
incluyen defectos en la formacién del tubo neural, de los érganos sensoriales
(retina, oido interno) o de la estructura ésea (Jain et al., 2012).

Se sabe que no sdlo los cilios primarios poseen receptores sensoriales, ya que
se ha comprobado que los cilios moviles de las células epiteliales ciliadas de
las vias aéreas expresan en su membrana receptores para el sabor amargo
idénticos a los del epitelio lingual. Estos receptores detectan componentes
amargos en el aire inspirado, con los que se activa el batido ciliar para eliminar
el agente nocivo (Shah et al., 2009). Es por esta funcién sensorial por lo que
algunos autores consideran a los cilios como una verdadera “antena celular’
(Ishikawa y Marshall, 2011).

En general, las mutaciones en los genes que codifican todas estas proteinas de
membrana son las que dan lugar a la mayoria de ciliopatias: rifiones
poliquisticos, ceguera o diversos sindromes.

Por ultimo, localizado en la membrana de la base del cilio se encuentra el
denominado collar ciliarr un conjunto circunferencial de particulas
intramembrana, que se cree que contribuye en la regulacion de entrada y salida
de proteinas entre el citoplasma celular y el ciliar (Satir y Christensen, 2007;
Reiter et al., 2012).

Axonema

Constituye el armazén del cilio. Es una estructura cilindrica de microtubulos
(MT) organizados en un anillo de 9 dobletes que rodean a un par central extra
en el caso de los cilios con patrén 9+2 (Figura 3.A), o sin par central, en

aquellos 9+0. Hacia la punta ciliar solo elonga el par central y los dobletes
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periféricos van desapareciendo (Rautiainen et al., 1984). Esto debe tenerse en
cuenta en observacion ultraestructural de secciones del axonema, ya que las
secciones de la zona de la punta ciliar aparecen con ausencia de MT de los

dobletes, lo cual no corresponde con ninguna anomalia.

‘ 2 .

| Dobletes pefiféricos

\
=X

% +,Parcentral |

Figura 3. Micrografias de secciones ciliares. (A) Seccion ciliar a nivel del cuerpo ciliar en la
que se aprecia la configuraciéon 9+2 del axonema: 9 dobletes periféricos que rodean al par
central. (B) Seccion ciliar a nivel de la punta o apice ciliar, donde los dobletes se transforman
en singletes mientras que el par central se mantiene. (Micrografias, x530.000)

Hacia la base ciliar, cerca de la unién con la membrana plasmatica celular, los
dobletes periféricos se encuentran unidos a la membrana ciliar mediante unas
uniones con forma de Y que se corresponden en la parte externa de la
membrana con el collar ciliar. Las uniones Y junto con el collar ciliar forman la
zona de transicion, una barrera selectiva de la base del cilio que actua como
una puerta que regula la composicién de proteinas y lipidos del compartimiento
ciliar. En esta zona de transicidon encontramos también las fibras de transicion,
que unen el cuerpo basal a la membrana celular (Gogalves y Pelletier, 2017)
(Figura 4).
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Membrana

Axonema

Zona de
transicton

Pie basal <

i

Raiclllas

Cuerpo basal

< \
) i D Collar clliar
Uniones Y g =

477 Fibras de transicion

Figura 4. Representacion de las partes de un cilio y detalle de la zona de transicién.
Figura principal: Esquema de las partes de un cilio: membrana (azul), axonema y cuerpo basal
(verde). Punteado: Detalle de la zona de transicion formada por: uniones Y submembranosas,
collar ciliar en la superficie, y fibras de transicién (en rojo) que unen el cuerpo basal a la
membrana celular. Micrografias: (A) Seccién longitudinal de un cilio (x53.000); (B) Secci6n
longitudinal a nivel del cuerpo basal, donde se aprecia el pie basal y las raicillas estriadas
(x180.000); (C) Seccion transversal a nivel del axonema (x530.000); (D) Seccién transversal a
nivel del cuerpo basal (x440.000).

Cuerpo basal

Es la estructura mediante la cual el cilio se encuentra anclado a la célula._Se
trata de una estructura con forma de barril, constituido por un anillo de 9
tripletes de MT, denominados A, B y C (Figura 5).

En la zona distal del cuerpo basal se encuentran las fibras de transicion, que
irradian del MT B del triplete hacia la membrana plasmatica donde queda fijado.
Estas fibras de transicion constituyen la region funcional del cuerpo basal, ya
que estas fibras poseen espacios inter-fibra demasiados pequenos para

permitir el paso de vesiculas. Por esta razén, las fibras de transicion puede

10
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considerarse que forman parte de la zona de transicion, porque contribuyen en
la regulacién del transporte de proteinas y lipidos entre citoplasma y cilio
(Reiter et al., 2012).

El cuerpo basal se encuentra ademas fijado a la célula mediante las raicillas
estriadas, (Figura 5.A) unas estriaciones de bandas gruesas y finas que
emergen de la base del cuerpo basal. Forman un pequefio angulo respecto al
eje del cilio y probablemente funcione como estructura de anclaje o
estabilizaciéon de cilio moévil (Yang et al., 2005).

Otro de los apéndices del cuerpo basal es el pie basal (Figura 5), que se
postula que juega un papel critico en la regulacién de la polarizacion del cuerpo
basal bajo el control de las proteinas centrales de la polarizacion celular planar

(Kunimoto et al, 2012). Esta estructura también es visible mediante la

observacion ultraestructural.

Figura 5. Micrografias del cilio a nivel del cuerpo basal. (A) Seccion longitudinal. El cuerpo
basal se fija a la célula mediante el pie basal (estructura electrondensa a la izquierda del
cuerpo basal) y las raicillas estriadas (estriaciones que emergen de la base) (x88.000). (B)
Seccion transversal donde se aprecian los 9 tripletes de MT y el pie basal, la proyeccién
mediante la cual se fijan a la célula (x350.000). (Micrografias)

11
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Ciliogénesis

La ciliogénesis es el proceso mediante el cual se generan los cilios en las
células multiciliadas de los epitelios de las vias respiratorias, ependimales, del
oido medio y del oviducto. Este proceso se inicia cuando las CMC nacientes
inician un programa transcripcional especifico para expresar cientos de genes
ciliares en su proceso de diferenciacion durante la embriogénesis. Los cilios
son estructuras posmitéticas que estan presentes mientras las células estan en
GO0/G1 y el comienzo de la fase S, antes de que se necesiten los centriolos
para organizar el huso mitético. Es importante destacar que el estrecho vinculo
entre la formacién/desmontaje de los cilios y la progresion del ciclo celular no
solo se basa en la disponibilidad de centriolos, sino que también esta
respaldado por la actividad especifica de las proteinas centrosémicas que
participan en el control de la ciliogénesis (Cardenas-Rodriguez y Badano,
2009).

En la ciliogénesis se distinguen varias fases o periodos (Satir y Christensen,
2007), en todas las cuales se han descrito alteraciones o defectos que
conllevan una alteracién en la estructura o funcion del cilio.

El proceso de la ciliogénesis comienza en la semana 11 del desarrollo
embrionario, cuando la traquea se recubre de un epitelio columnar.
*Generacion de centriolos: En la semana 12 aproximadamente, del desarrollo
embrionario, aparecen unas masas fibrogranulares en el citoplasma, que
posteriormente desarrollan unos elementos centrales, los deuterosomas,
alrededor de los cuales hay un desarrollo explosivo de cientos de centriolos.
Esta replicacion de los centriolos esta controlada por el factor MCIDAS, cuya
mutacién produce células ciliadas con un reducido numero de cilios moviles
(Boon et al., 2014). Ademas, la maduracion de los centriolos depende de la
ciclina O (CCNO) cuya mutacion se traduce en un menor numero de cilios
(Wallmeier et al., 2014)

*Migracion de centriolos: los centriolos maduros migran a la membrana apical

de la célula.

12
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*Formacioén del cuerpo basal: una vez migrado, se forma el cuerpo basal y
sus estructuras asociadas (el pie basal y las raicillas, entre otros), mediante las
cuales se ancla a la membrana y al cuerpo celular.

*Elongacién del axonema: Se produce la adicion de subunidades de tubulina
al extremo distal del cuerpo basal, que nuclea el crecimiento de los
microtubulos (MT) axonemales. El collar ciliar se desarrolla conforme el
axonema comienza a elongarse.

Debido a que el compartimiento ciliar carece de maquinaria para la sintesis
proteica, la elongacién del cilio requiere de la importacion selectiva de las
proteinas ciliares, desde el aparato de Golgi y su transporte hasta la punta
ciliar, donde se ensamblan los dobletes externos.

El transporte de las proteinas ciliares necesario para su ensamblaje y
mantenimiento se realiza mediante el denominado “transporte intraflagelar”
(IFT), un sistema de movimiento bidireccional de particulas a lo largo de la
longitud del cilio que utilizan los dobletes exteriores como vias (Pedersen y
Rosenbaum, 2008) Este sistema transporta las proteinas a su lugar de
ensamblaje en la punta flagelar y retorna las proteinas usadas al cuerpo celular

para su degradacion o reciclaje (Figura 6).

D ]Flagellartip(nmplox

3|
1o
*

Retrograde
IFT

Anterograde
IFT

Flwe

Figura 6. Representacion del sistema de transporte intraflagelar (IFT). Las particulas IFT y
la carga asociada requerida para el ensamblaje del cilio se acumulan alrededor de la regién del
cuerpo basal, donde se asocian entre si para su viaje mas alla de la zona de transicion. Son
transportados por IFT anterégrado hacia la punta ciliar impulsados por la proteina motora
kinesina-2. En la punta ciliar se descarga la carga anterdgrada, se recoge la carga retrégrada y

13
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se activa la dineina-2 para impulsar el viaje de regreso al citoplasma (Tomado de Sloboda y
Rosenbaum, 2007).

La construccién del cilio depende del buen funcionamiento de todo este
proceso de transporte. Se han descrito numerosos genes que codifican
proteinas que intervienen en el pre-ensamblaje de las proteinas ciliares en el
citoplasma, y otros que intervienen en su transporte hasta la punta ciliar, cuya
mutacion deriva en defectos estructurales y por tanto funcionales del cilio.

*Después de 24 semanas, el borde ciliado esta aparentemente maduro, las

raicillas elongadas y los cilios correctamente orientados (Gaillard, 1989).

1.1.4 Ciliopatias

Las ciliopatias son un grupo de trastornos superpuestos cuya etiologia radican
en una estructura y funcién defectuosas de los cilios.
La diversa distribucién y funciones ciliares hacen que los defectos ciliares
puedan causar una amplia gama de sintomas de enfermedad, afectando a
organos individuales o presentarse como trastornos multisistémicos.
Son el resultado de mutaciones perjudiciales en los genes que codifican
proteinas que intervienen en:

e Ciliogénesis

¢ Pre-ensamblaje de proteinas ciliares en el citoplasma de la célula

ciliada

e Estructura axonemal y de membrana ciliar

e Transporte intraflagelar
Se han determinado al menos 187 genes implicados en 35 ciliopatias
establecidas, y otros 241 genes que se han asociado con estructuras y/o
funciones ciliares que podrian resultar en ciliopatias nuevas o ya conocidas
(Reiter y Leroux, 2017).

14
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Dependiendo del tipo de cilio afectado se distinguen:

*Ciliopatias no moéviles o sensoriales: Los fenotipos debidos a defectos en el
ensamblaje o funcién de los cilios primarios varian desde enfermedad renal
quistica y ceguera hasta fenotipos neuroldgicos, obesidad y diabetes.

Las mutaciones en genes expresados en los cilios primarios son responsables
de formaciones quisticas en riidon (Adamiok-Ostrowska y Piekietko-Witkowska,
2020), distrofia de retina (Bujakowska et al., 2017) y polidactilia (Serra, 2008),
entre otros.

Estas alteraciones suelen englobarse en sindromes como el de Bardet-Biedl
(BBS), la distrofia toracica asfixiante Jeune (JATD), y el sindrome Meckel-
Gruber (MKS) (Faus-Pérez et al., 2015) (Tabla 2).

*Ciliopatias moviles: La entidad mas representativa de la disfuncién de los
cilios méviles es la discinesia ciliar primaria (DCP): discinesia, del griego
“dificultad de movimientos” y primaria para distinguir este desorden genético de

aquellos defectos secundarios o adquiridos.
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Enfermedad Fenotipo Gene§ Funcioén celular | Localizacion
descritos
Retinitis,
Sindrome de | obesidad, e .
Alstrom diabetes ALMS1 Ciliogénesis Cuerpo basal
mellitus
Nefronoptisis. NPHP1,
Sindorme de | enfermedad NPHP4, Desconocida Cilio, cuerpo
Senior-Loken ocular NPHP5, basal
progresiva NPHP6
Infecciones del
Rifion trato urinario, | 5y . N
o quistes Mecanosensorial | Cilio
poliquistico . PKD2
pancréeticos y
hepaticos
Bronquiectasia, Brazos
Discinesia ciliar | sinusitis cronica | DNH1, Motilidad ciliar externos
primaria infertilidad, DNH5 .,
: \ dineina
Situs inversus
Obesidad,
Sindrome de | enfermedad e Cuerpo basal,
Bardet-Biedl | retiniana, rifon | Coo1 12 | Ciliogénesis IFT
poliquistico
Marformaciones
lielieiz = C(e;lri(zlk;rcatliﬁ:’ MIKS1, Ciliogénesis zl;?nrg(:anzasal,
Meckel-Gruber | P2" ’ MIKS3 9 1€
rindn ciliar
poliquistico
Malformaciones
Sindromo  oral- craneofacilaes,
s polidactilia, OFD1 Ciliogénesis Cuerpo basal
facial-digital oy
rinén
poliquistico
Nefronoptisis NPHP-9 Desconocida Axonema,
cuerpo basal
R.et'mtls RPGR Transporte retinal | Cuerpo basal
pigmentosa

Tabla 2. Tabla resumen de las principales ciliopatias
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1.2 Discinesia ciliar primaria (DCP)

1.2.1 Concepto y fisiopatologia

La DCP es una enfermedad de transmision genética, heredada principalmente
de forma autosémica recesiva, en la que, tal y como definié Afzelius en 1989,
los cilios presentan una “incapacidad innata para moverse o ejecutar movimien-
tos normales o coordinados”, a causa de alteraciones funcionales, estructurales,
o0 ambas. Puede definirse pues como un defecto congénito de la ultraestructura
y/o funcion ciliar. Su prevalencia estimada es de 1/15.000- 1/30.000 nacidos
vivos (Orpha.net), aunque probablemente esta prevalencia esté subestimada
debido a diversos factores, como son: la gran heterogeneidad clinica y genética
de la enfermedad, que implica una amplia diversidad en la forma y edad de
presentacion de los sintomas; el solapamiento de los sintomas con otras pato-
logias respiratorias crénicas comunes; el desconocimiento de esta patologia
por muchos médicos internistas (Requena-Fernandez et al., 2020), asi como la
necesidad de servicios diagnosticos especializados, entre otros factores. Los
genes implicados en la DCP son aquellos que codifican proteinas involucradas
en la ciliogénesis, o bien en el ensamblaje, estructura y funcion ciliar. Mediante
técnicas de secuenciacion masiva de alto rendimiento (NGS), es posible identi-
ficar mutaciones causantes de esta patologia en un 80% de los individuos afec-
tados (Fassad et al., 2020). La principal consecuencia de la disfuncionalidad
ciliar provocada por cambios mutacionales es un aclaramiento mucociliar poco
eficiente que conduce a la aparicion de inflamacién e infecciones crénicas y

recurrentes de vias respiratorias altas y bajas.
1.2.1.1 Epitelio respiratorio

El epitelio respiratorio forma un revestimiento continuo y bastante regular de la
luz de las vias respiratorias ejerciendo una funcién protectora frente a agentes
ambientales inhalados, incluidos agentes alérgenos, contaminantes y agentes
patogenos (Yuksel y Turkeli, 2017). Dentro de las vias aéreas se pueden con-

siderar dos zonas: la zona conductora y la zona respiratoria. En la zona con-
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ductora, el aire inhalado se humedece, calienta y limpia antes de llegar a la zo-
na respiratoria inferior, donde tiene lugar el intercambio de gases y se oxigena
la sangre. La zona conductora comprende las cavidades nasales, faringe, larin-
ge, trdquea, bronquios y bronquiolos, mientras que la zona respiratoria incluye
bronquiolos respiratorios terminales, conductos alveolares y sacos alveolares.
La mayor parte de las vias aéreas se encuentran revestidas por un epitelio ci-
lindrico ciliado pseudoestratificado con abundantes células caliciformes, el de-
nominado epitelio respiratorio (Figura 7). Este epitelio tapiza las fosas nasales,
senos paranasales, nasofaringe, parte de laringe, trdquea, bronquios y porcién
inicial de bronquiolos, que cambia paulatinamente a un epitelio cilindrico simple,

ciliado o no.

Figura 7. Micrografia del epitelio respiratorio. Se observa la disposicion de las células en
forma de pseudoestrato, con predominio de las células columnares ciliadas (Micrografia,
x6.200).

En el epitelio respiratorio se distinguen al menos ocho tipos de células
epiteliales morfolégicamente distintas (Knight y Holgate, 2003), aunque segun
criterios ultraestructurales, funcionales y bioquimicos, se pueden clasificar de
forma agrupada en tres categorias de tipos celulares: células basales, células

ciliadas y células secretoras. De forma diferenciada se detectan células
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epiteliales columnares ciliadas (representan mas del 50% de todas las células
epiteliales), células caliciformes, serosas, basales y células de Clara, ademas
de células neuroendocrinas e inmunitarias (mastocitos, linfocitos y macrofagos)
(Figura 8).

Figura 8. Micrografia de una biopsia de epitelio nasal. Se observan varias células ciliadas
de morfologia alargada con el borde apical ciliado, dos células caliciformes con el citoplasma
repleto de vesiculas de mucina, de apariencia electrolucida, y varios nucleos a distintas alturas
(Micrografia, x6.200).

El epitelio de las vias aéreas contribuye significativamente a la funcién barrera
de las vias aérea. El sistema de aclaramiento mucociliar, los complejos de
unién apical intercelular y los péptidos antimicrobianos secretados por las
células epiteliales son los tres componentes principales de la funcion barrera de
las vias respiratorias (Ganesan et al., 2013). Estos tres componentes actuan de
manera cooperativa para eliminar los patdgenos inhalados, los alérgenos y las
particulas sin inducir inflamacién, manteniendo la homeostasis tisular. Por lo
tanto, el deterioro de uno o mas de estos componentes esenciales de la funcion
de barrera puede aumentar la susceptibilidad a la infeccién promoviendo
respuestas inmunes innatas exarcebadas y prolongadas frente a factores
ambientales diversos, que incluyen alérgenos y patdégenos que provocan

inflamacién cronica.
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1.2.1.2 Células ciliadas

Las células ciliadas son el elemento celular predominante de las vias aéreas.
Se trata de células epiteliales especializadas que pueden presentar varios cien-
tos de cilios en su superficie apical. Se trata de células columnares, con unos
200-300 cilios en la superficie luminal, y asimismo con un namero aproxima-
damente la mitad de microvillis. Son células de morfologia alargada, de nucleo
prominente en posicion basal, aparato de Golgi bien desarrollado, numerosas
mitocondrias apicales, una cantidad moderada de reticulo endoplasmico y po-

cos lisosomas (Figura 9).

Figura 9. Micrografias de células ciliadas. (A) Células ciliadas, con clara polarizacién apical-
basal mostrando el borde ciliado. En la parte inferior izquierda, un neutrdéfilo integrado en el
epitelio (x6.200). (B) Detalle de (A). Citoplasma con el nucleo basal (N), varios lisosomas (L) y
un aparato de Golgi bien desarrollado (G) junto al reticulo endoplasmico (R) (Micrografias,
x35.000)

Estas células se encuentran ancladas a la membrana basal del epitelio
mediante hemidesmosomas y hacia la zona apical se encuentran adheridas
mediante tight junctions o uniones estrechas que sellan la superficie epitelial,
entre otros sistemas de unién intercelular (Chang et al., 2008). Los cilios que
emergen de su superficie apical tienen un diametro de 0,25 micrometros y unos

6 micrometros de longitud en las vias aéreas proximales (Busuttil et al., 1977).
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Los microvilli, por su parte se observan interpuestos, entre la base de los cilios
(Figuras 10 y 11), estando formados por un manojo de filamentos de actina,
que aparecen simples o ramificados, considerandose que intervienen en el

movimiento transepitelial de fluidos (Tilley et al. 2015).

Figura 10. Micrografia de los microvilli. Seccion transversal a nivel de la base ciliar, donde se
observan las secciones ciliares rodeadas por secciones de microvilli, de menor tamafio y en
mayor proporcion (Micrografia, x35.000).

En la porcion celular subapical se localizan todos los cuerpos basales de cada
uno de los cilios, e inmediatamente por bajo justo se concentran numerosas
mitocondrias (Figura 11), que son las que proporcionan el ATP necesario para
el movimiento de los cilios, la batida ciliar, que posibilita el aclaramiento

mucociliar, funcién principal de las células ciliadas.
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Figura 11. Detalle de la zona apical de una célula ciliada. Se aprecian gran numero de
mitocondrias (Mt) préoximas a los cuerpos basales de los cilios (B) y los microvillis (Mv) entre la
base de los cilios (Micrografia, x14.000).

1.2.1.3 Aclaramiento mucociliar

La superficie epitelial del aparato respiratorio estd continuamente expuesta a
particulas organicas e inorganicas, que pueden ejercer acciones
potencialmente nocivas sobre el epitelio. Los mecanismos de defensa frente
estas agresiones ambientales, incluyen mecanismos de barreras anatomicas,
cambios aerodinamicos, secrecién de moco, el reflejo tusigeno, y a los propios
macrofagos alveolares, si bien el mecanismo principal de defensa es el

aclaramiento mucociliar (Bustamante-Marin y Ostrowski, 2017).

La superficie de las vias aéreas esta tapizada por células epiteliales ciliadas de
donde emergen los cilios, que interactuan con una fina capa de fluido que
cubre la superficie apical celular. Esta capa superficial posee dos componentes:
una porcidn 0 capa mucosa, que atrapa particulas inhaladas y patogenos, y
una capa periciliar de baja viscosidad, que lubrica la superficie y facilita el
batido ciliar para un aclaramiento mucoso eficiente (Knowles y Boucher, 2002).
Asi pues, la funcién de los cilios en el tracto respiratorio consiste en realizar un

movimiento de batido que genera ondas metacronales, las cuales impulsan el
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moco Yy las sustancias atrapadas en direccion craneal hasta la faringe, donde
seran deglutidas o bien emitidas a través de la expectoracion. Este mecanismo
de aclaramiento mucociliar puede verse obstaculizado o interrumpido por dos
principales razones: por un aumento en la viscosidad de la capa de moco, ya
sea por deshidratacion del moco o por aumento en su produccién. Al aumentar
la viscosidad el movimiento de los cilios se vuelve ineficaz, modelos lesionales
de esta alteracion es lo que acontece en la fibrosis quistica (mucoviscidosis) y
en el asma bronquial (Fahy y Dickey, 2010); o por disfuncién de los cilios, ya
sea de forma temporal e indirecta causada por agentes externos, como
infecciones bacterianas, viricas o el consumo de tabaco o por contaminantes
ambientales (Mitchison y Shoemark, 2017) o bien por una disfuncion ciliar
congénita o discinesia ciliar primaria, por ocurrir defectos estructurales ciliares

que conllevan a un movimiento ineficaz.
1.2.2 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de la DCP son a menudo inespecificas, variadas,
cronicas y de distinta gravedad, aunque la infeccion de vias respiratorias altas y
bajas es un rasgo clinico casi constante ya que es donde se localizan la gran
mayoria de células epiteliales ciliadas del organismo, y por tanto es el sistema
organico mas afectado. Los sintomas a menudo comienzan desde el momento
del nacimiento: un 80% de los pacientes presentan distrés respiratorio neonatal,
ya que la funcién ciliar normal es critica para el aclaramiento del liquido amnio-
tico del pulmon fetal (Noone et al., 2004; Lobo et al., 2015). Casi la totalidad de
pacientes presentan tos productiva y rinorrea cronicas, de aparicion antes de
los seis meses de vida (Leigh et al., 2009), rinosinusitis y otitis media crénicas
(Davis et al., 2015), asi como episodios recurrentes de neumonia y bronquitis
gue desembocan, en ocasiones de forma precoz, en el desarrollo de bronquiec-
tasias, dilatacion permanente de los bronquios como consecuencia de la infla-

macion cronica (Shapiro et al., 2016).
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Aproximadamente el 50% de los pacientes presentan la existencia de un situs
inversus totalis (SlI) (Afzelius, 1976), es decir una localizacién invertida (“ima-
gen en espejo”) de los 6rganos toracicos y abdominales, y un 12% presentan
otros defectos de lateralidad que van desde la heterotaxia clasica [situs ambi-
guous (defecto en localizacion de 6érganos abdominales) junto con defecto car-
diaco congénito] hasta defectos mas sutiles (Shapiro et al., 2014). La triada
clinica formada por sinusitis cronica, bronquiectasias y Sl constituye el denomi-
nado, de forma eponémica, sindrome de Kartagener, descrito por este autor en
1933 y asociado posteriormente en su patogénesis con alteraciones ciliares por
Bjorn Afzelius (1976). Todos estos sintomas se producen fundamentalmente
durante la infancia temprana y la adolescencia, y en adultos las manifestacio-
nes clinicas son similares, aunque el desarrollo y las manifestaciones propias

de las bronquiectasias aumenta con la edad (Noone et al., 2004).

La infertilidad se presenta a menudo en muchos varones con DCP, ya que los
cilios y el flagelo espermatico pueden presentar el mismo defecto ultraestructu-
ral y funcional. Sin embargo, esto no se produce en todos los pacientes varo-
nes con DCP, ya que el axonema de cilios y flagelos se encuentra regulado
por grupos de genes, tanto de caracter comun como diferentes (Escudier et al.,
1990), y por tanto existen diferencias en los componentes estructurales de los
brazos de dineina y en el ensamblaje (Sironen et al., 2020). En mujeres, la fun-
cion defectuosa de los cilios del epitelio oviductal pueden llevar a la existencia
de una subfertilidad o a un mayor riesgo de embarazos ectdpicos (Halbert et al.,
1997; Lyons et al., 2006). Un estudio analizando 167 adultos, concluy6 que la
DCP conlleva un riesgo de padecer problemas de fertilidad, tanto en hombres
COmo en mujeres y en proporciones similares, ya que el defecto del flagelo es-
permatico en los hombres, o de los cilios del epitelio del oviducto en las muje-
res, depende de un mismo gen implicado y del defecto ultraestructural que éste

genere (Vanaken et al., 2017).
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1.2.3 Métodos diagndsticos

La DCP se caracteriza por una extensa heterogeneidad genética y una gran
variabilidad clinica, y dada la ausencia de un unico test diagnostico de referen-
cia estandar, resulta necesario realizar diversas pruebas o aproximaciones
diagnosticas para poder llegar a un diagnéstico fiable de la enfermedad. El
diagndéstico debe basarse en la presencia de un fenotipo consistente con la en-
fermedad, es decir, el paciente debe presentar el fenotipo clinico clasico (Kno-
wles et al., 2016): distrés respiratorio neonatal, sintomas crénicos y persisten-
tes del tracto respiratorio superior e inferior y defectos del lateralidad, y una
confirmacion mediante una combinacion de varios test diagnésticos (Mirra et al.,
2017; Lucas et al., 2017). Las pruebas requeridas para el diagnéstico para la
DCP son altamente especializadas, requieren de equipos costosos y personal
experimentado en su manejo. Se han publicado diversos estudios en los que se
exponen una serie de factores predictivos de la DCP que ayudan a identificar a
los pacientes que requieren de la realizacién de pruebas diagnésticas, como es
por ejemplo el indice PICADAR, basado en 7 pardmetros clinicos predictivos
(Behan et al., 2016). En el estudio de Mullowney y cols. se concluye que un
neonato que haya presentado distrés respiratorio, atelectasias (colapso pulmo-
nar lobar) y haya requerido oxigenoterapia por mas de dos dias, debe conside-
rarse como altamente sugestivo de padecer DCP (Mullowney et al., 2014). En
este mismo sentido, Armengot y cols. realizaron un estudio con 476 pacientes
del que se desprende que la combinacion de situs inversus, atelectasias, rino-
rrea, tos productiva cronica, bronquiectasias, neumonias recurrentes y otitis, en
el mismo paciente, determina un alta probabilidad de padecer DCP (Armengot
et al., 2020).
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Los test diagndsticos que pueden utilizarse para el diagnostico de la DCP son:

e Medicion del 6xido nitrico nasal exhalado (ONN)

e Andlisis de la frecuencia y patron de batida ciliar mediante
videomicroscopia de alta resolucién digital y alta velocidad (HSVA)

e Estudio genético

e Localizacion subcelular de proteinas ciliares mediante
inmunofluorescencia (IF)

e Estudio de la ultraestructura ciliar mediante microscopia electrénica de
transmision (MET)

1.2.3.1 Medicién del éxido nitrico nasal exhalado (ONnN)

Esta prueba se utiliza principalmente como test de cribado. Los pacientes con
DCP presentan unos valores muy bajos de ONn, del orden de un 90% por de-
bajo de los valores normales (Moreno-Galdé et al., 2010). La medicion del ONn
exhalado se realiza mediante un dispositivo, que a través de un sistema de
quimioluminiscencia determina la concentracion de este gas en el aire espirado
por el paciente (Wodehouse et al., 2003). Es una técnica rapida, de elevada
especificidad y sensibilidad en pacientes con sintomas compatibles con DCP
(Corbelli et al., 2004). Sin embargo, una baja concentracion de ON se produce
también en otras entidades como la fibrosis quistica (Balfour-Lynn et al., 1996),
y ademas resulta complicado poder llevarla a cabo en nifilos menores de 5 afios,
porque se requiere de su colaboracion en las maniobras respiratorias. Por es-
tas razones, siempre es necesario realizar otras pruebas para confirmar el

diagnéstico de DCP.

1.2.3.2 Andlisis de la frecuencia y patron de batida ciliar mediante videomicros-
copia de alta resolucion digital y alta velocidad

El analisis mediante videomicroscopia de alta velocidad (High Speed Video
microscopy Analisis (HSVA)), es la técnica de visualizacién ex vivo (fuera del
organismo y con las minimas alteraciones en comparacion con las condiciones

naturales) de los cilios del epitelio respiratorio bajo un microscopio optico sien-
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do grabado en video la motilidad ciliar mediante una cadmara de alta velocidad.
De este modo pueden realizarse mediciones de la frecuencia de la batida ciliar,
y reproduciendo las imagenes a camara lenta puede determinarse el tipo o pa-
tron de batida ciliar (Armengot et al., 2012). Para ello se obtiene una muestra
de la mucosa nasal del paciente mediante curetaje o cepillado de la mucosa del
cornete medio y/o meato nasal inferior. El paciente debe encontrarse libre de
infeccion respiratoria aguda al menos 6 semanas, ya que como se vera poste-
riormente, las infecciones producen alteraciones ciliares secundarias. Inmedia-
tamente se introduce la muestra en un medio de cultivo y se realiza el andlisis
antes de los 30 minutos posteriores a la toma de la muestra, a una temperatura
proxima a la nasal (Blanchon et al., 2020). La frecuencia normal de batida ciliar
en individuos sanos oscila entre 9 y 15 Hz (ciclos por segundo) (De longh y
Rutland, 1995). Para determinar la frecuencia pueden utilizarse sistemas como
el SAVA (Sisson-Ammons Video Analysis), que calcula la frecuencia de batida
por variaciones en la intensidad de la luz en un punto determinado de la mues-
tra (Sisson et al., 2003). Para evaluar el patron de batida los cilios se observan
desde tres planos diferentes a cdmara lenta. Los cilios baten generalmente en
un plano, con pequeias desviaciones del eje longitudinal, generando un movi-
miento planar en dos fases diferenciadas y coordinadas (Raidt et al., 2014). El

patrén de batida normal puede describirse segun la siguiente figura:

Figura 12. Diagrama de un ciclo de batida ciliar normal. Un ciclo de batida ciliar normal se
caracteriza por un golpe fuerte efectivo (en negro) seguido por un golpe de recuperacion (en
gris). En el golpe efectivo los cilios estan en posicién recta, mientras que el golpe de
recuperacioén se inicia con el plegamiento del axonema proximal. Los cilios baten generalmente
en un solo plano, con ligeras desviaciones del eje longitudinal (Tomado de Raidt et al., 2014).
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Basandose en este ciclo de batida normal pueden darse varias alteraciones en
el patrén, cuya definicion depende de la interpretacion del observador. Asi por
ejemplo, segun Chilvers et al. (2003) se distinguen: 1) patron de batida ciliar
normal; 2) movimiento muy rigido discinético; 3) movimiento rigido de avance
con amplitud reducida; y 4) movimiento rotatorio circular con frecuencia normal ;
y de otra parte Raidt et al. (2014) describen: 1) golpe de avance y recuperacion
reconocibles; 2) cilios estéaticos; 3) cilios estaticos casi en su totalidad con mo-
vimientos minimos; 3) batida rigida por una amplitud de plegado reducida; y 4)
batida circular. La videomicroscopia es una técnica de gran sensibilidad y es-
pecificidad para detectar anomalias en el patron y frecuencia de la batida ciliar,
proporcionando un resultado preciso el mismo dia de la prueba, con capacidad
de detectar casos diagnosticados como negativos por microscopia electronica,
sobre todo cuando se combina con la determinacion de ONn (Rubbo et al.,
2019). Sin embargo, esta metodologia presenta ciertas limitaciones, como son
la falta de estandarizacién del protocolo entre los distintos centros diagnoésticos
(método de toma de la muestra, temperatura durante el analisis, equipamiento,
software utilizado) y de pardmetros cuantitativos que describan las anomalias
en el patron de batida, por lo que el resultado depende de la interpretacion vi-
sual del observador. Es por esto por lo que esta técnica es diagndstica para
DCP, pero un resultado de movilidad ciliar normal no excluye el diagnéstico de

la enfermedad.
1.2.3.3 Inmunofluorescencia (IF)

La IF en células del epitelio respiratorio permite la localizacion y visualizacion
de proteinas a lo largo del axonema ciliar, asi como en la zona de transicion y
cuerpo basal Estas proteinas ciliares se detectan mediante anticuerpos marca-
dos con un fluorocromo bajo un microscopio de fluorescencia confocal (Omran
y Loges, 2009) (Figura 13).
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Normal PCD

Index antibody B-tubulin Merge Index antibody B-tubulin

DNALIT

DNAHS

RSPH4A

Figura 13. Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia de células epiteliales na-
sales ciliadas. Puede observarse la presencia (Normal) o ausencia (PCD) (ejemplo de pacien-
tes con DCP) de proteinas ciliares. En rojo: marcaje con anticuerpos frente a DNALI1 (brazo
interno de dineina), DNAHS5 (brazo de externo dineina) y RSPH4A (cabeza de brazo radial). En
verde: la B-tubulina usado como un marcador de cilio consistente (aparece a lo largo de todo el
cilio) (verde) y en azul: los nucleos celulares (contratefiidos —tincion basal - con DAPI). Barra de
escala = 40 ym (Tomado de Rumman et al., 2017)

La toma de la muestra se realiza de igual forma que para la técnica HSVA,
mediante raspado nasal. Las células epiteliales se colocan en un portaobjetos,
donde son fijadas e incubadas con anticuerpos frente a proteinas ciliares no
implicadas en la DCP, como es la tubulina del axonema, combinados con anti-
cuerpos de interés, marcados con distintos fluorocromos, para determinar la
presencia o ausencia de, por ejemplo, las proteinas motor de la dineina (Lucas
et al., 2017). Este método permite identificar alteraciones estructurales que no
pueden ser detectadas por microscopia electronica, y que ademas presentan
cambios sutiles en el patrén de batida ciliar, como es el caso de los defectos en
los brazos radiales por mutacion en RSPH9, RSPH4A y RSPH1 (Frommer et
al., 2015). Se trata de una técnica precisa, basada en la presencia o ausencia
de la proteina a estudiar y que por tanto puede contribuir a definir el defecto
especifico de la DCP y mejorar su diagndstico. Sin embargo, no puede utilizar-
se como Unica herramienta para descartar la DCP, porque en ocasiones los
resultados pueden ser no concluyentes debido a la presencia de moco o san-
gre en la muestra, y ademas hasta el momento no se dispone de anticuerpos
para todas las proteinas ciliares defectuosas implicadas en la DCP (Shoemark
et al., 2017).
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1.2.3.4 Estudio genético

Hasta la fecha, se han identificado mas de 40 genes causantes de DCP (Lucas
et al., 2020), siendo la mayoria heredados de forma autosémica recesiva, aun-
que también se ha descrito herencia ligada al cromosoma X, como la mutacién
del gen RPGR (Moore et al., 2006) o del OFD1 (Budny et al., 2006), y casos
con herencia autosémica dominante, como el FOXJ1 (Wallmeier et al., 2019).

Los genes conocidos hasta el momento como causantes de DCP se reflejan en

la tabla 3, ordenados segun la localizacion de la proteina afectada.

La determinacion de la mutacién de alguno de estos genes se realiza en pa-
cientes con sintomas consistentes con la DCP y confirmado mediante micros-
copia electronica o HSVA, o con una alta sospecha de padecer la enfermedad.
Es probable que en un futuro, con el descubrimiento de nuevos genes, el test
genético se convierta en la prueba de referencia, siempre que la sospecha cli-
nica indique su realizacion. Las pruebas genéticas se realizan mediante técni-
cas de secuenciacion de ADN, mediante secuenciacion tipo Sanger o tras se-
cuenciacién de nueva generacion (NGS) (Rodriguez-Santiago y Dulcet, 2012).
Para ello se toma una muestra de sangre periférica del paciente, se realiza la
extraccion del ADN y a continuacion se lleva cabo la secuenciacion NGS dirigi-
da a un panel de genes DCP conocidos (Baz-Redon et al., 2021).

Segun las guias para el diagnéstico de la European Respiratory Society y la
American Thoracic Society, una mutacién patogénica bialélica (es decir, here-
dada de ambos progenitores) o una mutacion hemicigotica ligada al cromoso-
ma X en un gen conocido DCP, es confirmatoria del diagndéstico (Lucas et al.,
2017; Shapiro et al., 2018). Alrededor del 65-70% de los casos de DCP portan
mutaciones bialélicas en alguno de los genes DCP conocidos (Horani y Ferkol,
2018). Sin embargo, la secuenciacién masiva tiene el potencial de detectar to-
dos los tipos de variacibn gendmica (inserciones, deleciones, duplicaciones,
translocaciones, etc), por lo que en pacientes con estas variantes de significado
desconocido se requiere confirmacion del diagnostico mediante pruebas fun-

cionales y estructurales (HSVA, IF y MET).
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Localizacién de la proteina

Brazos de dineina

Citoplasmatica

Par central

Brazos radiales

Gen codificante
DNAH5
DNAH11
DNAH9
DNAI1
DNAI2
DNAL1
NME8 TXNDC3
TTC25
CCDC114
ARMC4
CCDC151
CCDC103
LRRC6
DNAAF1; LRRC50; ODA7Y
DNAAF2; C140rfl04; KTU
DNAAF3; C19orf51; PF22
DNAAF4; DYX1C1
DNAAF5; HEATR2
SPAG1
ZMYND10
CFAP298; C21o0rf59
PIH1D3
CFAP300; C11o0rf70
HYDIN
STK36
RSPH4A
RSPH9
RSPH1
RSPH3
DNAJB13
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CCDC65
Complejo regulador nexina-dineina DRC1
(CRN-D) CCDC164
GAS8
_ . CCDC39
Organizador ciliar
CCDC40

Citoplasma apical (replicacion de centriolos) CCNO
Nucleo (co-regulador de la transcripcion) MCIDAS
Zona de transicion RPGR

Centriolo OFD1

Tabla 3. Genes implicados en la DCP segun localizacién de la proteina afectada

1.2.3.5 Estudio de la ultraestructura ciliar mediante microscopia electronica de
transmision (MET)

El andlisis y valoraciéon de la ultraestructura ciliar para el diagndstico de la DCP
se realiza mediante MET. Para ello se toma una muestra de mucosa nasal que
puede proceder de la misma toma obtenida para la HSVA. El paciente debe
estar libre de infeccion respiratoria aguda al menos 6 semanas antes, ya que
podrian encontrarse alteraciones ciliares secundarias (De longh y Rutland,
1995). La muestra se introduce en fijador y se procesa para incluirla en un blo-
gue de material plastico. A partir de este bloque se realizan secciones muy fi-
nas, del orden de 80 nm, que tras ser contrastadas con metales pesados se
introducen en el MET, donde los electrones se transmiten a través de la mues-
tra y se forma una imagen. De cada paciente se analizan entre 50 y 100 sec-
ciones, de donde posteriormente se extrae la proporcion de axonemas defec-
tuosos y tipo de defecto detectado. Tras el estudio axonemal, un 30% del total
de pacientes DCP mostraran una ultraestructura ciliar normal (Knowles et al.,
2013; Boon et al., 2014b) (Figura 14.A), por lo que sera necesaria la realiza-
cion de pruebas adicionales. Por otro lado, los pacientes con DCP que presen-
tan un defecto ultraestructural detectable por MET muestran en su mayoria
(28%) un defecto en los brazos externos de dineina, seguido de un defecto

combinado de brazos externos e internos (26%) y desorganizacion microtubular
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combinado con ausencia de los brazos internos (10%) (Kouis et al., 2017) (Fi-
gura 14. B-D).

Figura 14. Secciones ciliares de las anomalias ultrastructurales mas prevalentes en la
DCP: (A) Axonema ciliar normal; (B) Ausencia total de brazos externos de dineina; (C) Ausen-
cia combinada de brazos internos y externos; (D) Desorganizacion microtubular con ausencia
de los brazos internos (Micrografias, x530.000).

En la Guia de Consenso Internacional para el Diagnéstico de la DCP por MET
del afio 2020 (en adelante: Guia Consenso) se describen, entre otras cuestio-
nes, dos clases de defectos ultraestructurales y su relevancia diagndstica: la
clase 1 o defectos distintivos de caracter diagnéstico, que coinciden con los
defectos mas prevalentes, y la clase 2, que indican un diagnostico de DCP con
necesidad de otra evidencia de apoyo, ya que son defectos menos frecuentes y
aparecen en la muestra de los pacientes en una menor proporcion (Shoemark
et al., 2020).

Todas las peculiaridades de este estudio de la ultraestructura ciliar, mediante

MET, se desarrollaran con detalle en un capitulo aparte.
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1.2.4 Prondéstico y tratamiento de la DCP

El aclaramiento mucociliar inefectivo de la DCP genera un depdsito de moco y
detritus celulares no expulsados que favorece la colonizacion pulmonar por
agentes infecciosos. En este contexto el patdgeno mas frecuentemente aislado
es la Pseudomonas aeruginosa, que coloniza a casi la mitad de los pacientes
con DCP (Alanin et al., 2015), y que ademas se relaciona con una peor evolu-
cion de la funcion pulmonar (Pifferi et al., 2020). La inflamacion e infeccion cré-
nicas de las vias respiratorias bajas conducen al desarrollo de atelectasias y
bronquiectasias, que van evolucionando conforme avanza la edad del paciente,
pudiendo llegar a requerir cirugia para eliminar los I6bulos pulmonares afecta-
dos e incluso trasplante pulmonar en los casos mas graves (Wang et al., 2020).
Aquellos pacientes en los que se ha determinado un defecto ultraestructural,
mediante MET, consistente con la ausencia de brazos internos de dineina junto
a desorganizacion de los microtubulos, defecto que aparece asociado sobre
todo con mutacion bialélica en los genes CCDC39 y CCDC40, presentan una
peor funcién pulmonar que aquellos otros que expresan un defecto en los bra-
zos externos (Davis et al., 2019). Ademas, este defecto en los microtibulos
ciliares también se relaciona con un peor indice de aclaramiento pulmonar (Ir-
ving et al., 2018). Por otro lado, cuando el defecto genético se encuentra en el
RSPH1 puede observarse una funcion ciliar residual, que da lugar a un fenotipo
clinico mas leve y unos niveles de ONn mas elevados (Knowles et al., 2014).
De esta forma, un diagnéstico completo (basado en el andlisis ultraestructural y
genético) adecuadamente interpretado de la DCP proporciona informacién va-

liosa sobre la evolucion que va a presentar el paciente.

La DCP se manifiesta como una enfermedad respiratoria cronica, por lo que el
objetivo del tratamiento sera restaurar o mantener la funcién pulmonar normal
en la medida de lo posible, detectando y tratando las complicaciones que pue-
dan aparecer, en la evolucion de los pacientes. Asi pues, el tratamiento de la
DCP debe incluir medidas para mejorar el aclaramiento de las vias respiratorias,

con una vigilancia regular de la funcién pulmonar y del status microbiolégico
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respiratorio mediante el cultivo de esputos, para un uso racional de antibidticos,
dirigidos al posible patégeno causante de la infeccion, cuando ésta se esta-
blezca (Knowles et al., 2013). Asi mismo, serd necesario tratar la rinosinusitis
cronica, que es un factor decisivo en la evolucién de la enfermedad de las vias
respiratorias inferiores, y las distintas formas de otitis media crénica que se dan
en estos pacientes, junto con la hipoacusia consecuente. La hipoacusia en los
nifios con DCP condiciona una dificultad en el aprendizaje y desarrollo intelec-

tual del nifio que habré que abordar caso a caso (Reula et al., 2020).

1.3 Ultraestructura ciliar

El axonema ciliar constituye la estructura esquelética del cilio movil, le confiere
su forma alargada y abarca casi toda su longitud. Esta estructura se compone
de 9 dobletes de MT periféricos que rodean a 2 MT centrales sencillos, los
motores moleculares (dineinas) y las estructuras responsables de la regulacion

de la movilidad ciliar (Figura 15).

Dobletes externos
Brazos externos

de dineina

Complejo central

- Brazos internos

Enlaces de de dineina

nexina

Brazos radiales

Figura 15. Representaciéon esquematica del axonema ciliar con sus componentes:
dobletes externos y par central, brazos de dineina y estructuras asociadas.

Las anomalias en la estructura del axonema ciliar caben ser analizadas
morfolégicamente mediante microscopia electronica de transmisién, que
constituye una de las técnicas esenciales para el diagnéstico de la DCP y en la

que recae la base de este trabajo de tesis.
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Dobletes de MT periféricos y brazos de dineina

Par central y sus proyecciones: Complejo central

Brazos radiales

Complejo regulador nexina-dineina

1.3.1 Dobletes de MT periféricos y brazos de dineina

Los microtubulos se forman a partir de unidades mondémericas de a y -
tubulina, dispuestos en un patron helicoidal de protofilamentos. Cada doblete
de MT periféricos del axonema esta formado por un anillo completo de 13
protofilamentos (el tubulo A) y un anillo incompleto de 10 protofilamentos (el
tubulo B) (Ma et al., 2019) (Figura 16).

O Heavy Chains

< Intermediate Chains}
Radial spoke ©  Light Chains
Inner dynein arm
Outer dynein arm:
Central complex
Nexin link

Microlubulardoublet

Figura 16. Diagrama estructural de los dobletes periféricos de MT: Los dobletes de MT
periféricos del axonema estan formados por el tubulo B (en azul) y tdabulo A (en rojo), del que
emergen los brazos de dineina, internos y externos (en verde) (Tomado de Leigh et al., 2009).

Los motores de dineina responsables de la movilidad se organizan a lo largo de
los dobletes externos en dos filas de brazos: externos (BED) e internos (BID).
Estos brazos de dineina son complejos proteicos grandes, cada uno
compuesto por varias cadenas pesadas que contienen el dominio motor, y por
cadenas ligeras e intermedias (Mohri et al., 2012). Las dineinas axonemales

estan ancladas al tubulo A de cada doblete y caminan a lo largo del tubulo B del
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doblete vecino mediante hidrdlisis de ATP, generando un movimiento deslizante
local entre los dobletes. Las estructuras que restringen el deslizamiento, como
los enlaces de nexina que conectan los dobletes externos entre si, transforman
el deslizamiento MT en flexién axonemal (Summer y Gibbons, 1971; Heuser et
al., 2009).

Se han identificado varias proteinas denominadas DNAAFs (dynein axonemal
assembly factors), necesarias para el ensamblaje en el citoplasma de los
brazos de dineina, las cuales actuan como co-chaperonas, es decir, que
ayudan en su plegamiento. Son proteinas no axonemales, que no forman parte
de la estructura del axonema, pero su ausencia por mutacion en los genes que
las codifican puede alterar igualmente la estructura del cilio y por tanto su

funcion.
1.3.2 Par central y sus proyecciones: Complejo central

El par de MT centrales y sus proyecciones proteicas asociadas se denominan
en conjunto complejo central (CC) (Figura 17). Estos MT del CC son
estructural y bioquimicamente distintos, y se conocen como C1 y C2, y sus
proyecciones proteicas también presentan diferencias estructurales, por lo que
se distinguen C1a-C1f y C2a-C2e (Loreng y Smith, 2017). Estas proyecciones

no son siempre visibles en las imagenes tomadas por microscopia electronica.

Figura 17. Micrografia de seccidén transversal de un cilio con el complejo central visible:
Se visualizan las proyecciones mayores del par central de MT y algun brazo radial (Micrografia,
x530.000).
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1.3.3 Brazos radiales

Los dobletes periféricos y el par central de MT estan conectados a su vez
mediante los brazos radiales, complejos proteicos que funcionan como
transductor mecanoquimico entre el complejo central y los dobletes de
microtubulos periféricos (Figura 17). Se distinguen 3 tipos: RS1, RS2 y RS3,
con distinta forma y composiciéon. Los brazos radiales contribuyen en la
regulacion de la actividad de los motores de dineina y, por lo tanto, en la

motilidad ciliar (Pigino y Ishikawa, 2012).
1.3.4 Complejo regulador nexina-dineina (CRN-D)

Los dobletes adyacentes de MT periféricos se encuentran conectados entre si
por los motores de dineina y por el complejo regulador nexina-dineina, un
complejo de multiples proteinas que coordina la actividad de las dineinas y

controla la batida ciliar (Heuser et al., 2009).

Todos estos elementos que componen el axonema ciliar se organizan en
complejos multisubunidades conocidos como “complejos axonemales” (Ma,
2019), una superestructura dispuesta a lo largo de todo el axonema que genera
una batida ciliar coordinada y autopropagante.

Estos complejos forman un patron especifico de unidades repetitivas cada
96nm (Figura 18) que constituye la unidad fundamental de la motilidad del
flagelo eucariota (Imhof et al., 2019).

En esos 96nm de largo, cada complejo axonemal contiene:

-4 BED de dos dominios motor cada uno

-7 BID, uno de dos dominios motor (f/I1), y 6 simples (a,b,c,d,e,g)

-3 brazos radiales

-1 CRN-D
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Figura 18. Representacion esquematica de la unidad de repeticion axonemal. Cada 96nm
se encuentran 4 brazos externos de dineina (verde), 7 brazos internos (morado), 1 complejo
regulador nexina-dineina (azul), y 3 brazos radiales (gris) (Tomado de Osinka et al, 2019).

Esta caracteristica distribucion de los complejos axonemales viene
determinada por unas proteinas identificadas como CCDC39 y CCDC40, que
establecen su longitud y reclutan las subunidades que lo componen. La
mutacion en los genes que las codifican supone el 12% de los casos de DCP,
causando defectos ultraestructurales que resultan en desorganizacion

axonemal y ausencia de brazos internos de dineina (Antony et al., 2013).

1.4 Estudio de la ultraestructura ciliar

En 1976 Bjorn Afzelius, bidlogo sueco, publicaba en la revista Science el articu-
lo “A human syndrome caused by immotile cilia” (Afzelius, 1976), un trabajo en
el que describia mediante microscopia electrénica en tres pacientes la ausen-
cia de brazos de dineina en los cilios del epitelio respiratorio y en el flagelo es-
permatico de varones infértiles, que ademas padecian bronquitis, sinusitis y
situs inversus (sindrome de Kartagener). Puede considerarse asi la primera
descripcion ultraestructural de la DCP, si bien es cierto que el propio Afzelius y
ya desde la década de los afios 50 habia realizado numerosos estudios sobre
la ultraestructura ciliar y sobre las maneras de optimizar la observacion ultraes-
tructural en diferentes areas de estudio. Ya en el siglo XXI, y segun se sefiala
en las guias para el diagnostico de la American Thoracic Society y la European
Respiratory Society, el diagnéstico de la DCP se confirma de forma concluyen-

te mediante la valoracion de la ultraestructura ciliar por MET y/o la determina-
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cion de mutaciones bialélicas en genes DCP conocidos (Lucas et al., 2017;
Shapiro et al., 2018). De esta forma, y aunque han sido muchos los avances en
la determinacion de los genes causantes de la DCP, el analisis de la ultraes-
tructura ciliar mediante MET permanece como una herramienta fundamental

para su diagnoéstico.

El estudio de los axonemas ciliares se realiza a partir de una muestra de célu-
las ciliadas del epitelio respiratorio. Para ello se realiza una toma de mucosa
nasal que se obtiene mediante cepillado del cornete nasal inferior, y se introdu-
ce inmediatamente en glutaraldehido, fijador de eleccidén para estudios ultraes-
tructurales (Graham y Orestein, 2007). El estudio de los cilios puede realizarse
de igual forma a partir de una biopsia bronquial, pero este método se descarta
en la practica clinica ya que se requiere un procedimiento costoso e invasivo, y
los resultados que se obtienen con respecto al porcentaje de cilios alterados y
el principal defecto ultraestructural son similares a los obtenidos a partir del es-

tudio de la mucosa nasal (Verra et al., 1993).
1.4.1 Laboratorio de microscopia electronica

Para el procesado de las muestras cada laboratorio emplea su propio protocolo,
adaptado a partir de un procedimiento estandar de microscopia electronica pa-
ra muestras biolégicas. Este procedimiento consiste basicamente en incluir la
biopsia en bloques de un material suficientemente duro del que puedan obte-
nerse cortes muy finos, y que ademas resista las condiciones de radiacién del
interior del MET. Los materiales més utilizados para ello son las resinas epoxi 0
la araldita. Se realizan cortes ultrafinos de la biopsia incluida en esos bloques
con una cuchilla de diamante, se colocan en rejillas de cobre y se tifien con
soluciones de metales pesados (acetato de uranilo y citrato de plomo). Estos
metales pesados, junto al tetradxido de osmio utilizado como segundo fijador,
proporcionan el contraste adecuado de la ultraestructura ciliar que permite ob-

tener unaimagen al MET (Graham y Orestein, 2007).
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1.4.2 Estudio inicial de las muestras ciliares

El estudio de axonemas ciliares requiere de una busqueda metddica de seccio-

nes ciliares apropiadas a lo largo de toda la muestra.

Al iniciar el estudio de MET se realiza una valoracion del estado de las células
ciliadas a bajo aumento (x 4.400), ya que un error en la fijacion o en el proce-
sado puede generar defectos o artefactos que invalidan la muestra, como la
pérdida de integridad de las membranas ciliares (Figura 19).

Figura 19. Micrografias que muestran defectos de fijacién en una biopsia nasal. (A) De-
generacion vacuolar en las células ciliadas, con tumefaccién mitocondrial (flecha amarilla) y
pérdida de membranas ciliares (flecha roja) (x18.000). (B) Detalle de un grupo de axonemas
sin membrana ciliar (x10.000). (Micrografias)

A estos aumentos también puede apreciarse la presencia de células inflamato-
rias pudiéndose ademas estimar el nimero de cilios que va a ofrecer la mues-

tra en su conjunto.

Una vez comprobado el buen estado y preservacion celular, se localiza la zona
apical de las células ciliadas. En esta zona se encuentran los cilios secciona-
dos en diferentes orientaciones, dado que in vivo se encuentran en continuo
movimiento, y durante el proceso de fijacién de la biopsia se forma la imagen
del momento del ciclo de batida en el que se encontraban. Asi pues, podemos
encontrar secciones ciliares perfectamente transversales, cilios en seccion lon-

gitudinal, y todas las secciones intermedias oblicuas (Figura 20).
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Figura 20. Secciones ciliares de una célula ciliada. Las secciones ciliares de una misma
célula pueden aparecer transversales, oblicuas o longitudinales. La zona méas proximal a la
célula presenta las secciones ciliares embebidas en secciones de los microvilli, que aparecen
como un punteado fino (flechas). (Micrografia, tamafio original x8.800)

Esta zona de secciones ciliares a medio aumento (x88.000) nos permite locali-
zar axonemas adecuados para su estudio, ya que so6lo una minoria de las sec-
ciones se encuentran en el &ngulo adecuado, es decir, sélo unas pocas se en-
cuentran orientadas perpendicularmente al eje axial del cilio (McEwen, 1986).
Esta posicion es la que ofrece un éptimo detalle de la estructura axonemal y

de los brazos de dineina (Figura 21).

Figura 21. Micrografia de un conjunto de secciones ciliares. Unicamente la seccion situada
en el centro de la imagen (flecha) es la adecuada para su estudio. Notese la ausencia de niti-
dez de las secciones circundantes. (Micrografia, x88.000)
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A partir de estos aumentos, puede comenzar el analisis de las axonemas, dado
que es posible observar la disposicion de los MT en un grupo de secciones ci-
liares, es decir, que puede determinarse si los axonemas presentan una dispo-
sicion simétrica de 9+2. De esta forma puede detectarse la existencia de un
defecto de desorganizacion microtubular (Figura 22) que constituye, como se

describe mas adelante, un defecto axonemal distintivo.
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Figura 22. Grupo de secciones ciliares con desorganizacién de los MT. Puede apreciarse
el predominio de una pérdida de organizacion axonemal. (Micrografia, x88.000)

Otro defecto detectable a mediano aumento es la existencia de cilios compues-
tos, es decir, un grupo de secciones axonemales delimitadas por una misma
membrana ciliar (Figura 23). Esta anomalia ciliar corresponde a una alteracion
secundaria que se da, entre otras causas, cuando existe una infeccion respira-
toria aguda virica o bacteriana (Dixon y Shoemark, 2017), aunque también
pueden aparecer por un defecto en la ciliogénesis (Hagiwara et al., 2000). Los
defectos ciliares secundarios que pueden detectarse en una biopsia nasal se-

ran, mas tarde, desarrollados junto a los defectos axonemales.
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Figura 23. Micrografia de cilios compuestos. Se observan varios axonemas agrupados den-
tro de una sola membrana ciliar junto a secciones ciliares de disposicion normal (Micrografia,
x35.000).

1.4.3 Estudio de los axonemas ciliares

Para poder determinar la existencia de un defecto ciliar ultraestructural en la
muestra de un paciente en estudio es necesario analizar las secciones ciliares
a gran aumento, es decir a partir de x250.000. A esta magnitud se realiza la
valoracion de los brazos de dineina, que junto con la disposicion de los MT nos
proporcionara la determinacion del defecto existente.

Un axonema de cilio mévil normal presenta 9 pares de MT periféricos, cada
uno con un par de brazos de dineina, conectados por los brazos radiales a un

par central de MT (patrén 9+2) (Figura 24).

BID

Figura 24- Axonema ciliar (pagina siguiente)
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Figura 24- Axonema ciliar (pagina anterior) (A) Esquema de una axonema ciliar con todos sus
componentes y estructura completa: 9 dobletes periféricos, un par central, brazos radiales y
enlaces de nexina; (B) Micrografia de una seccion ciliar en la que se aprecian todos los brazos
externos de dineina (BED) y alguno interno (BID) (x530.000); (C) Seccién a nivel de la base
ciliar, la zona del cilio mas proxima a la célula. La seccion aparece rodeada de secciones de
microvilli (M) que envuelven a los cilios en esa zona. En este caso puede observarse ademas
que los brazos externos de dineina (punta de flecha) son de menor tamafio en la mayoria de
los dobletes del axonema (x530.000). (Micrografias)

Para el estudio ultraestructural de una muestra ciliar deben tomarse imagenes
de un minimo de 50 secciones ciliares, que en su mayoria seran a nivel del
cuerpo ciliar (Figura 24.B), aunque también son validas aquellas secciones
cerca de la base (aunque no muy proximas a ella), en las que se distingue un
mayor espacio entre el axonema y la membrana ciliar, y aparecen ademas las
secciones de los microvilli de la célula ciliada (Figura 24.C). Las secciones de
la punta ciliar sin embargo no son adecuadas para el estudio ya que hacia el
apice ciliar los dobletes se vuelven singletes y los brazos de dineina

desaparecen (Rautiainen et al., 1984) (Figura 25).
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Figura 25. Secciones transversales de la region distal del cilio. (A) Seccion ciliar que
conserva todos los dobletes periféricos excepto uno que ya es singlete (flecha). (B) Hacia la
punta ciliar, los dobletes (flechas) se van sustituyendo por singletes. (C) Seccién del apice ciliar,
donde solo se observan MT sencillos periféricos, sin brazos de dineina, y el par central
(Micrografias, x530.000).

De esta forma, del total de células ciliadas que se obtienen mediante el
cepillado nasal, se deben estudiar al MET unas 50 células de cada biopsia, con
aproximadamente 3000 perfiles ciliares adecuados para un primera valoracién

general (Figura 26). De éstos, unos 300 permiten estudiar la estructura
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microtubular, y de éstos, tan soélo el 5% son adecuados para el estudio de los
brazos de dineina (Rutland et al., 1982).

Figura 26. Panoramica de un grupo de células de un raspado nasal. Las células ciliadas
pueden mostrar mas o menos cantidad de cilios, y éstos pueden encontrarse en diferentes
orientaciones. A la izquierda de las células ciliadas, células caliciformes y epiteliales no ciliadas,
entre otras (Micrografia, x4.400).

Visualizacion de los BID

El mayor reto que se plantea al valorar las imagenes de los axonemas ciliares
reside en la pobre visualizacion de los brazos internos, dificultada en parte por
el bajo contraste que ofrecen al MET (Ferkol et al., 2006a) y por su distribucion
asimétrica a lo largo del axonema (Bui et al., 2009). En un individuo sano
pueden visualizarse en sus axonemas entre 7 y 9 brazos externos de dineina y
tan sélo 3 brazos internos (Knowles et al., 2013), que ademas por su bajo
contraste aparecen difuminados. En la valoracion cuantitativa de las secciones
ciliares se determina la presencia de los brazos internos por la existencia de
una zona ligeramente mas electrodensa en la parte interna del MT completo A

de los dobletes externos (Figura 27).
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Figura 27. Visualizacion brazos internos de dineina en axonemas ciliares. (A)
Visualizacién aceptable (punta de flecha). (B) La presencia de los brazos internos es
cuestionable (Micrografias, x530.000).

En el estudio ultraestructural (UE) para el diagndstico de la DCP es necesario
poder visualizar y valorar adecuadamente los BID, ya que su ausencia forma
parte de defectos ultraestructurales diagnoésticos, como son la desorganizacion
MT junto con ausencia de BID, o la ausencia combinada de BED y BID. Se han
planteado varios métodos de mejora de la imagen obtenida al MET con el fin de
determinar de forma mas precisa la presencia o ausencia de los brazos
internos de dineina en casos dudosos. Estos métodos se basan en la
superposicion computerizada de imagenes de una misma seccion axonemal
(Escudier et al., 2002) o en herramientas informaticas de procesado de
imagenes y métodos de reconocimiento de objetos para reducir el ruido de
fondo de la imagen (Funkhouser et al., 2014).

Otro método descrito para aumentar el contraste de los BID es el uso de acido
tanico, un mordiente para los metales pesados que se utilizan en la tincion de
los cortes ultrafinos que se estudian en el MET. El acido tanico mejora la
visualizacion de los brazos de dineina, pero esta mejora debe depender de
variables como el procedimiento de procesado de la muestra, porque no

siempre es eficaz su empleo (Schroeder, 2017).
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1.4.4 Defectos ultraestructurales secundarios

Durante el estudio de las muestras para el diagnéstico de DCP es comun
encontrar defectos ciliares secundarios, es decir, anomalias ultraestructurales
gue no son causadas por la mutacién de un gen ciliar.

Estas alteraciones adquiridas pueden dar lugar a la denominada discinesia
ciliar secundaria (DCS), con cambios de movilidad ciliar asociados a una batida
ciliar mas lenta y desordenada (Demarco et al., 2013). Los cambios
ultraestructurales que pueden encontrarse son consecuencia del dafo
recurrente al epitelio ciliado que producen entre otros, las infecciones
respiratorias agudas, de origen virico o bacteriano, el consumo de tabaco, la
polucién ambiental, o inflamaciones como la rinosinusitis cronica (Dixon y
Shoemark, 2017). En el caso de un paciente sospechoso de DCP con una
infeccion respiratoria aguda, se recomienda realizar la toma de la biopsia nasal
para el estudio UE al menos 3 semanas después desde el comienzo de la
infeccion, ya que es el tiempo estimado para que el epitelio se recupere
(Rautiainen et al., 1992). En caso de una infeccidén de larga duracién el tiempo
necesario para la recuperacion epitelial es mayor, por lo que las alteraciones
secundarias pueden aparecer durante meses de evolucion (Torkkeli et al.,
1997).

Durante el estudio UE de una biopsia nasal con DCS pueden encontrarse estas
alteraciones tan sélo en un 5% del total de cilios analizados (Plesec at al.,
2008; Demarco et al. ,2013), a diferencia de los defectos congénitos que suelen
afectar a casi la totalidad de ellos.

En individuos sanos se detectan alteraciones ciliares secundarias en un 4-10%
de los cilios estudiados (de longh y Rutland, 1995), porcentaje que ademas
aumenta de forma natural con la edad (Dixon y Shoemark, 2017). Son por tanto
un hallazgo a tener en cuenta en el analisis UE de biopsias nasales ya que
pueden dificultar el diagndstico.

Estos cambios secundarios son inespecificos, transitorios y reversibles, e

incluyen entre otros, la formacién de cilios compuestos, la desorientacién ciliar,
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protusiones de la membrana ciliar y alteraciones microtubulares, pero también
pueden encontrarse ausencia de los brazos de dineina, desorganizacion de los
MT y adiciones y deleciones (Dixon y Shoemark, 2017) (Figura 28).

Los cilios compuestos estan constituidos por un grupo de varias estructuras
axonemales englobadas por una misma membrana ciliar (Figura 28.A y B).
Este tipo de cilios compuestos se clasifican como de tipo | cuando se forman
por la fusion de membranas ciliares en presencia de agentes irritantes (Carson
et al., 1987), y como tipo Il cuando se produce un defecto en la ciliogénesis a
consecuencia de una infeccion respiratoria aguda (Hagiwara et al., 2000).

Se determina que existe desorientacion ciliar (Figura 28.C) cuando el angulo
que forma el eje de un cilio (linea que atraviesa los MT centrales) con respecto
al eje de orientacion del resto de cilios de una misma célula es superior a 20°
(de longh y Rutland, 1989; Roomans et al., 2006). Aunque esta variaciéon en la
orientacion ciliar fue postulada en un principio como causa unica de DCP
(Rayner et al., 1996), si bien hoy se considera como un cambio adicional a los
ya existentes, que aparece como consecuencia de la inmovilidad ciliar y
cuando se da una gran proporcion de cambios ciliares secundarios (Jorissen y
Willems, 2004).

Dentro del grupo de alteraciones microtubulares se describen varios defectos
(Figura 28.E-G), como la adiciéon o delecion de MT, ya sea periféricos o
centrales, o la ausencia de dobletes externos entre otros. Se describe ademas
la desorganizacion de los MT e incluso la ausencia del par central, defectos
que se consideran secundarios siempre y cuando la proporcion de secciones
ciliares alteradas y el analisis de la movilidad ciliar no indiquen un defecto
mayor (Stannard et al., 2004).

Un método eficaz para reducir las alteraciones secundarias que aparecen por
dafno epitelial, consiste en realizar el analisis UE tras el cultivo de células
epiteliales respiratorias procedentes de la biopsia original (Jorissen et al.,
2000b; Hirst et al., 2010). De esta forma, tras la ciliogénesis en cultivo las

anomalias secundarias estan practicamente ausentes, lo cual facilita el estudio
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y el diagndstico ultraestructural de las biopsias, sobre todo en casos que imitan
defectos primarios, como son la ausencia del par central y la desorganizacion
de los MT (Jorissen et al., 2000a).

Figura 28. Ejemplos de defectos ciliares secundarios. (Pagina siguiente) (A) Cilios
compuestos. Zona apical de una célula ciliada con 4 grupos de axonemas rodeados por la
misma membrana, junto a axonemas normales (x70.000); (B) Cilio compuesto que emerge de
célula ciliada. Consta de 21 axonemas rodeados por una sola membrana ciliar (x44.000); (C)
Desorientacion ciliar. Se determina la variacion de los ejes ciliares de una misma célula entre si
(x110.000); (D) Protusion de la membrana ciliar. Se da sobre todo en infecciones respiratorias
agudas (x530.000); (E) Seccion ciliar con dos MT centrales adicionales (x530.000); (F) Secci6n
ciliar con delecion de un doblete periférico (x530.000); (G) Secciones ciliares con MT periféricos
adicionales (x530.000). (Micrografias).
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Figura 28. Ejemplos de defectos ciliares secundarios (pagina anterior).
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1.5 Defectos ultraestructurales de la DCP

Se han identificado mas de 40 genes causantes de DCP cuya mutacion
ocasiona alteraciones en la biogénesis, estructura y funcion ciliar. En la
mayoria de los casos de DCP, esas mutaciones se reflejan en una serie de
defectos ultraestructurales especificos que pueden determinarse mediante
MET.

Los defectos ultraestructurales que se valoran en el analisis de las secciones
ciliares para el diagndstico de la DCP son los siguientes:

-Ausencia total o parcial de los BED

-Ausencia combinada de BID y BED

-Desorganizacion de MT y ausencia de BID

-Defecto del CC: ausencia del par central con o sin transposicion de un doblete
periférico

-Localizacion errénea de los cuerpos basales con oligocilia o ausencia de cilios
1.5.1 Ausencia total o parcial de los BED

Es el defecto ultraestructural que mas frecuentemente se detecta en la DCP
(Carlen y Stenram, 2005; Noone et al., 2004).

Las secciones ciliares se caracterizan, en el caso de la ausencia total de los
BED, por la ausencia completa de toda la estructura de los BED (Figura 29.A),
y en el caso de la ausencia parcial, por la ausencia de gran parte de la
estructura que conforma los brazos externos, lo que también se conoce como
“brazos cortos” (Figura 29.B).

Los BED se encuentran anclados a la parte exterior de los dobletes periféricos,
y son los responsables de generar la fuerza mecanica principal que se requiere

para producir el doblamiento del cilio.
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-A- -B- -C-

Figura 29. Ausencia total o parcial de los BED. (A) Seccion ciliar con ausencia de toda la
estructura de los BED. En los dobletes externos se distingue el perfil externo de los MT de
manera nitida. (B) Seccion ciliar con ausencia parcial de los BED o brazos externos cortos. En
la parte externa de los dobletes se observa una zona mas electrodensa que corresponde con
parte de la estructura de los brazos externos. (C) Seccion ciliar sin defectos axonemales
(Micrografias, x530.000).

Las mutaciones que pueden afectar a las estructura de los BED y por tanto
generar un defecto ultraestructural detectable por MET son aquellas que
afectan a los genes que codifican las subunidades que componen su estructura
(DNAH5, DNAH9, DNAI1, DNAI2, DNAL1, NMES8) y las proteinas que forman
parte del complejo de anclaje de los BED a los dobletes periféricos (CCDC114,
ARMC4, CCDC151, TTC25, CCDC103, LRRC56, MNS1) (Poprzeczko et al.,
2019). En el analisis de la movilidad, la ausencia total o parcial de los BED se
refleja en unos cilios inmoviles o0 con un movimiento residual muy rigido
(Olbrich et al., 2002). Este grupo de proteinas constituye la base genética de la
mayoria de casos de DCP.

En el caso de la mutaciéon de DNAH9, la ausencia de los BED se detecta en
aquellas secciones ciliares que correspondan con la parte distal del cilio, ya
que es ahi donde se localiza la proteina DNAH9. Por esta razén, en el estudio
UE se detectara este defecto en menos del 50% de las secciones ciliares. El
analisis de la movilidad detecta so6lo una alteracion sutil de la batida ciliar, por lo
que los pacientes que portan esta mutacion manifiestan una clinica mas leve
(Loges et al., 2018).
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Este defecto ultraestructural limitado a la zona distal del cilio también ocurre
cuando la mutacién se da en CCDC103. En las biopsias ciliares de los
pacientes con esta mutacion, el analisis de la movilidad ciliar muestra varios
patrones, que van desde cilios moéviles, con amplitud reducida o pérdida de

coordinacion, hasta la inmovilidad ciliar total (Panizzi et al., 2012).
1.4.2 Ausencia combinada de BID y BED

Las secciones ciliares con este defecto ultraestructural muestran los perfiles de
los dobletes periféricos nitidos en toda su circunferencia, sin zonas
electrodensas que puedan cuestionar la presencia de brazos de dineina tanto

externos como internos (Figura 30).

Figura 30. Seccién ciliar con ausencia de brazos internos y externos de dineina.
(Micrografia, x530.000)

Los componentes estructurales de los brazos de dineina son sintetizados y
preensamblados en el citoplasma para su posterior transporte desde la célula
hasta su lugar de anclaje en el axonema ciliar, por lo que la mutaciéon en los
genes que codifican para las proteinas que intervienen en los procesos de
preensamblaje citoplasmatico resultara en defectos tanto de los brazos internos

de dineina como los externos.
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Estas proteinas son los llamados Factores de ensamblaje de las dineinas axo-
nemales (DNAAF): DNAAF1, DNAAF2, DNAAF3, DNAAF4 (DYX1C1l),
DNAAF5 (HEATR2), LRRC6, ZMYND10, SPAG1l, C210RF59, DNAAF6
(PIH1D3) y CFAP300 (C110rf70).

Dada la ausencia de los brazos de dineina, muchas de estas mutaciones
muestran cilios inmdviles en el estudio HSVA, o con movimientos muy rigidos
de poca amplitud (Chilvers et al., 2003). En el caso de DNAAF2 y DNAAF4
puede observarse cierta movilidad residual debido a una ensamblaje parcial de

los brazos de dineina (Lucas et al., 2020).
1.5.3 Desorganizacion de MT y ausencia de BID

Este defecto axonemal se compone de la ausencia de los BID acompafada de
una desorganizacion de la disposicion de los MT 9 + 2 (Figura 31). Esta
desorganizacién se expresa de forma variable en el total de secciones ciliares
estudiadas. Se estima que al menos un 12% de todos los casos DCP poseen
este defecto UE (Chilvers et al., 2003; Shoemark et al., 2012; Papon et al.,
2010).

En el estudio UE se detecta la ausencia de los BID asociada con una variedad
de disposiciones microtubulares dentro de una misma muestra ciliar, como son
uno o varios dobletes periféricos mal colocados con desplazamiento del par
central (Figura 31.B y C), desplazamiento de un doblete periférico al centro
(Figura 31.E), desorganizacién de los dobletes con ausencia del par central
(Figura 31.F y G) y transposicion de uno de los dobletes a posicidon central
(Figura 31.H)
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Figura 31. Secciones ciliares de pacientes con distintos niveles de desorganizacion MT
combinado con ausencia de los BID. Puede observarse la ausencia de los brazos internos
de dineina en todas las secciones ciliares, asociada con una variedad de otros defectos
heterogéneos: ausencia de los BID sin desorganizacion aparente (A), desplazamiento del par
central (B y C), desorganizacion axonemal con dobletes periféricos mal localizados asociado
con un desplazamiento del par central (flecha) (D), desplazamiento de unos de los dobletes
periféricos al centro (E), desorganizacion axonemal con ausencia del par central (F y G),
transposiciéon de un doblete periférico a posicion central (H), y pares centrales supernumerarios
(). (Micrografias, x530.000)
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Las proteinas CCDC39 y CCDC40 son las responsables de la correcta
disposicion de los elementos que constituyen la unidad de repeticion axonemal
cada 96nm, a lo largo del axonema ciliar (BID, brazos radiales y CRN-D), y su
mutacion origina la pérdida de los complejos BID y CRN-D, lo cual se refleja
ultraestructuralmente en la auseNcia de los BID (Antony et al., 2013). La
desorganizacién de los MT ciliares es probablemente un efecto secundario
como consecuencia del defecto en los CRN-D y los brazos radiales (Poprezcko
etal., 2019).

En el analisis de la movilidad se detecta una movilidad ciliar residual que puede
explicarse por la actividad de los brazos externos de dineina presentes, con
cilios rigidos que muestran una amplitud reducida junto a cilios inmoviles
(Chilvers et al., 2003).

1.5.4 Desorganizacion de MT

Se distingue del defecto anterior porque en este caso no se detecta una
desorganizacion MT patente, sino un desalineamiento sutil de los dobletes
periféricos, que ademas se produce en una pequefia proporcion de las
secciones ciliares estudiadas (un 25%), y no se detecta ausencia de los BID.
Este defecto ultraestructural se produce en caso de mutaciéon de alguna de las
proteinas que conforman el CRN-D, como son CCDC164, CCDC65y GASS. La
movilidad ciliar puede mostrar una batida ciliar de mayor frecuencia, con
amplitud ligeramente reducida, con cilios rigidos e hipercinéticos (Wirschell et
al., 2013; Horani et al., 2013), y en el caso de mutacién en GAS8 puede

detectarse una movilidad ciliar normal (Olbrich et al., 2015).
1.5.5. Defecto del CC

Las secciones ciliares con este defecto muestran ausencia de uno o ambos MT
centrales (disposicion 9+1 y 9+0), en una proporcion de alrededor del 20% del
total de secciones estudiadas al MET (Figura 32.A y B). También pueden

detectarse axonemas con pares centrales dobles (disposicion 9+4),
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translocacion de un doblete periférico a la region central (disposicion 8+1)
(Figura 32.C) y cierta desorganizacion MT.

Estos defectos axonemales vienen dados por la mutacién en los genes que
codifican las proteinas de los brazos radiales RSPH1, RSPH4A, RSPHY,
RSPH3, y DNAJB13 (El Khouri et al., 2016; Onoufriadis et al., 2014; Castleman
et al., 2009).

El analisis de la movilidad ciliar puede mostrar una frecuencia y amplitud

reducida, y un patron de batida rotatorio (Chilvers et al., 2003).

Figura 32. Defecto en los brazos radiales. (A y B) Secciones ciliares con ausencia del par
central. Queda una zona electrodensa en su lugar. (C) Defecto de transposicion: un doblete
periférico se desplaza para sustituir el par central ausente. Notese la presencia de los BID
(flechas). (Micrografia, x530.000)

La translocacion de uno de los dobletes periféricos a la posicion central se
produce en la region media de los cilios, probablemente para compensar la
ausencia del par central (Bautista Harris et al., 2000). Es por esto que en el
estudio UE la proporcion de axonemas 9+0 y 8+1 detectados depende de la
procedencia de la seccion ciliar, correspondiendo la disposicién 9+0 (ausencia
del par central) en su mayoria a la region proximal mientras que

8+1(translocacion) prevalece en la region distal (Zietkiewicz et al., 2012).
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1.5.6 Localizacidon erronea de los cuerpos basales con oligocilia o

ausencia de cilios

En ocasiones, la biopsia nasal de un paciente con sospecha de DCP no
muestra cilios, 0 muestra muy poca cantidad, lo cual puede deberse a que la
biopsia nasal esté formada por células epiteliales no ciliadas (principalmente
células intermedias), o que presente células ciliadas pero el paciente tenga una
capacidad reducida de generar multiples cilios méviles. Este trastorno se
produce por la mutacién en MCIDAS y CCNO, y ha sido propuesto como una
entidad nueva, denominada “trastorno congénito del aclaramiento mucociliar
con generacion reducida de multiples cilios moviles” (RGMC) (Wallmeier et al.,
2015). Un numero reducido de cilios requiere de un analisis detallado de las
células epiteliales ciliadas, en especial de su zona apical.

Cuando se da la mutacion en MCIDAS, en el analisis UE de la biopsia nasal
resulta dificil encontrar secciones ciliares para estudiar los axonemas. El
estudio se centra entonces en las células ciliadas, ya que MCIDAS se describe
como un importante regulador de la ciliogénesis, y su mutacion genera un
reducido numero de cuerpos basales y algunos de ellos no estan acoplados a
la superficie apical de la célula.

De esta forma, en el analisis UE encontraremos células epiteliales desprovistas
de cilios o tal vez unos pocos. Ademas, los cilios ensamblados son inmoviles y
carecen de proteinas ciliares clave como CCDC39 y DNAHS5, de forma que
este defecto podria clasificarse como una nueva variante de DCP (Boon et al.,
2014a).

CCNO por su parte es responsable de la amplificacién de los cuerpos basales
durante la ciliogénesis y de su posterior acoplamiento a la membrana, por lo
que su mutacion da como resultado un numero muy reducido de cilios en las
células ciliadas. En el estudio UE encontramos poca cantidad de cilios, y
cuerpos basales mal localizados en el citoplasma. Los cilios residuales
presentan una ultraestructura normal y su analisis de movilidad ciliar muestra

un patron de batida ciliar conservado (Wallmeier et al., 2014).
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1.5.7 Formas especificas de DCP con ultraestructura normal

En el estudio UE de una biopsia nasal de un paciente sospechoso de padecer
DCP puede en ocasiones concluirse la ausencia de defectos ultraestructurales
en sus axonemas ciliares, lo cual no excluye de forma categorica el diagnostico
de DCP ya que aproximadamente un 30% de los pacientes con DCP presentan
una ultraestructura ciliar normal (Leigh, 2011; Boon, 2014b). Estos fenotipos sin
defectos ultraestructurales detectables por MET se producen por la mutaciéon
de varios genes —de una creciente lista- que han sido determinados como
causantes de DCP, como son:

-STK36, una proteina necesaria para la formacién del par central y la
orientacion de los cilios (Edelbusch et al., 2017)

-HYDIN, que forma parte de la proyeccion C2b del complejo central (Olbrich et
al., 2012),

-GAS2L2, una proteina localizada en los cuerpos basales, y cuya mutacién
produce la desorientacibn de éstos y una batida ciliar desordenada
(Bustamante-Marin et al., 2019),

-LRRC56, que forma parte del sistema IFT (Bonnefoy et al., 2018).

-DNAH11, que codifica una cadena pesada de los brazos externos de dineina
en la zona proximal del cilio. Se estima que la mutacion en DNAH11 es la
causa de un 6-9% de los casos DCP, y se corresponde con el 22-72% de los

casos de DCP con ultraestructura normal (Knowles et al., 2012).
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Justificacion del estudio

La confirmacion de un diagnostico de presuncion de una DCP constituye un
desafio, ya que los cambios mutacionales genéticos - que subyacen en este
trastorno - en los genes codificantes de mas de 250 proteinas que constituyen
el axonema ciliar, dan lugar a diferentes fenotipos clinicos y ciliares. Por esta
razon, no existe en el momento actual una unica prueba diagnéstica que pueda
ser considerada el estandar de oro para detectar todas las formas conocidas en
las que se presenta la DCP. Por ello actualmente, el diagndstico certero de la
DCP requiere de la realizacién concurrente de varias pruebas técnicamente
exigentes, entre las que se incluyen el analisis de la movilidad ciliar mediante
videomicroscopia de alta resolucion y alta velocidad, la medicién del éxido
nitrico nasal exhalado, el estudio de proteinas ciliares mediante
inmunofluorescencia, el estudio genético y el andlisis de la ultraestructura
axonemal mediante microscopia electrénica de transmision.

Histéricamente, la microscopia electronica de transmision ha sido la
herramienta fundamental en el diagndéstico de la DCP, permitiendo describir los
defectos ultraestructurales axonemales, causantes de alteraciones en la
movilidad ciliar. Sin embargo, el avance en las técnicas del diagndstico
genético y molecular, ligadas fundamentalmente a la tecnologia de
secuenciacion masiva, ha permitido el conocimiento de formas de DCP que
presentan una morfologia ultraestructural ciliar normal o bien de caracter no
diagnéstico, hasta el punto de estimarse que el 30% de los pacientes con DCP
no muestran defectos ultraestructurales ciliares, al menos conocidos. Por
contrapartida los cambios mutacionales de los 40 genes actualmente conocidos
como posibles causantes de DCP explican tan solo el 65-70% de los casos
considerados como DCP. Por lo tanto, mas de una cuarta parte de los
pacientes aun no disponen de una causa genética establecida de forma
definitiva.

Gran parte de los avances mas substanciales en el conocimiento de la DCP
han surgido de estudios previos de correlacion entre el fenotipo clinico y el
genotipo y fenotipo ciliar en ciertos subtipos de DCP. Estos estudios, sin duda,

continuan siendo necesarios para una mejor comprension de la patogénesis de
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la DCP, que permita resolver la problematica diagnéstica de caracter
ambivalente que antes mencionabamos, desde la perspectiva ultraestructural y
genética.

Muy probablemente en un futuro préximo los avances en el campo de la
genética, y el descubrimiento de nuevos genes asociados a la DCP, generara la
necesidad de una nueva caracterizacién diagnostica de esos pacientes, es
decir, sera preciso redefinir, entre otros, los defectos de movilidad y de
ultraestructura ciliar para establecer nuevos parametros diagnosticos, que hoy
desconocemos.

Los defectos ciliares, por otra parte, a menudo son muy sutiles y pueden ser
dificiles de detectar, planteandose la necesidad de llevar a cabo un estudio
detallado de las alteraciones ultraestructurales que pueden encontrarse en
pacientes con DCP, incluyendo aquellas de significado desconocido.

De este modo ambas vias de estudio, junto con el establecer correlaciones
entre el fenotipo clinico, el genotipo, la movilidad ciliar y los defectos
ultraestructurales (tanto los de caracter predominante como los de significado
desconocido) podrian proporcionar mas informacion sobre la patogénesis de
este trastorno.

Asi pues, el objetivo principal de este proyecto consiste en poner en valor el
papel de la MET como método diagndstico de la DCP y su contribucion a una
mejor comprension de la fisiopatologia de la DCP.

Por todo ello, en este proyecto planteamos realizar un exhaustivo estudio
ultraestructural de biopsias nasales de pacientes con sospecha clinica de DCP
determinando el defecto predominante, si lo hubiere, pero también describiendo
otros hallazgos ultraestructurales de significado aun desconocido, para
establecer posibles correlaciones de los defectos encontrados con el genotipo,
la movilidad ciliar y las manifestaciones clinicas. Asi mismo se llevara a cabo
una revision de todos los datos clinicos y de pruebas diagndsticas de todos los
pacientes abordados, buscando la adecuada correlacion estadistica que nos

permita alcanzar resultados validos, como base de certeras conclusiones.
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Justificacion del estudio

El conjunto de datos generado a partir de este tipo de estudio permitira la
categorizacion de los pacientes por defecto estructural ciliar y, por lo tanto,

facilitara los estudios paralelos que surgen con cada nuevo gen DCP

descubierto.
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Hipodtesis y objetivos

Hipotesis

Los defectos axonemales que se producen por la mutacion de alguno de los
genes DCP conocidos causan alteraciones en el patron de movilidad ciliar y por
tanto se dificulta el aclaramiento mucociliar de las vias aéreas. Por esta razén,
cabe esperar que puedan existir asociaciones entre el fenotipo morfologico y
funcional ciliar, el genotipo y las manifestaciones clinicas en cada subtipo de
DCP.

Objetivos
Los principales objetivos de nuestro estudio son:

1. Evaluar la eficacia diagndstica de la microscopia electronica de
transmision en una amplia muestra de pacientes con sospecha clinica de
DCP

2. ldentificar asociaciones entre los defectos ultraestructurales, la movilidad
ciliar y el genotipo con respecto al fenotipo clinico de los pacientes con
DCP.

Para ello, los objetivos secundarios que se plantean son:

e Detectar alteraciones ciliares a nivel ultraestructural en las biopsias
nasales de pacientes con sospecha de padecer DCP, concretadas en
detectar defectos en los brazos de dineina, desorganizacion de
microtubulos, defectos secundarios, asi como en la posible deteccion de

alteraciones de significado actualmente desconocido.

o Determinar la viabilidad del estudio mediante microscopia electrénica de

transmision de las biopsias nasales.

e Analizar las alteraciones ultraestructurales no ciliares de las biopsias

nasales presentes en los pacientes con sospecha de DCP.
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Material y métodos

4.1 Diseno del estudio

Estudio unicéntrico observacional de cohortes en pacientes con sospecha
clinica de discinesia ciliar primaria. Se realizara un estudio ultraestructural de
las biopsias nasales de estos pacientes para establecer posibles correlaciones
de los defectos ultraestructurales encontrados con el genotipo, la movilidad
ciliar y las manifestaciones clinicas.Se realizara el estudio ultraestructural en el
Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Universitari i Politécnic La Fe de
Valencia, a partir de biopsias nasales de los sujetos de estudio procedentes del
Servicio de Otorrinolaringologia (ORL) del Hospital La fe de Valencia, entre los
afos 2018 y 2021.

Se revisaran los historiales clinicos mediante el visor de historias clinicas
MIZAR 4.0 y se recogeran aquellos datos relevantes para el estudio.

Se incluiran todos aquellos pacientes remitidos al servicio de ORL, tanto
adultos como pediatricos, con manifestaciones clinicas predictivas de DCP a
los que se les haya realizado estudio de movilidad ciliar y estudio genético. Se
excluiran aquellos con pruebas diagnosticas de resultados incompletos o no
concluyentes.

Se recogeran en todos los pacientes del estudio las siguientes variables:
-Datos personales: edad y sexo (hombre/mujer)

-Caracteristicas clinicas sugestivas o compatibles con DCP (si/no): distréss
respiratorio neonatal, rinorrea habitual mucopurulenta,tos productiva crénica,
otitis de repeticion, neumonia, bronquiectasia, atelectasia, inicio precoz de la
clinica (desde el nacimiento o los primeros meses), evolucion perenne de la

misma.

-Resultado de pruebas diagndsticas: Estudio ultraestructural de biopsias nasa-
les mediante MET, analisis de la actividad ciliar mediante video-microscopia de

alta resolucién y alta velocidad, y estudio genético.
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4.2 Pacientes

4.2.1 Aspectos éticos

Este proyecto de investigacion se realizé en el Servicio de Anatomia Patoldgica
del Hospital Universitari i Politecnic La Fe de Valencia. El reclutamiento de
pacientes se llevo a cabo en el Servicio de Otorrinolaringologia del mismo

hospital.

El proyecto cuenta con la aprobacién de los Comités de Etica e Investigacion
del 1IS La Fe (n° referencia: 2021-278-1, Anexo 1). Los participantes fueron
informados sobre el proyecto, y firmaron el consentimiento (Anexo 1). Este
consentimiento fue firmado por los representantes legales de los menores

participantes.
4.2.2 Recogida de datos clinicos

Para la recogida de datos clinicos se revisaron los historiales clinicos mediante
el visor de historias clinicas MIZAR 4.0 y se recogieron aquellos datos

relevantes para el estudio.

La informacién se introdujo en una hoja de recogida de datos, donde se
registraron los siguientes parametros: fecha de nacimiento, sexo, edad de
comienzo de la clinica (afios), problemas de fertilidad, antecedentes familiares
de DCP o rinosinusitis crénica o bronquiectasias, y datos referentes a la
situacion clinico-patoldgica de los pacientes: presencia de tos productiva
cronica, rinorrea mucopurulenta, atelectasias, bronquiectasias, asma, otitis,
neumonias y defectos de lateralidad. Se establecié un indice de clinica
compatible (ICC) correspondiente al % de sintomas compatibles respecto del
total de sintomas del listado antes descrito, y obtenido mediante un sistema de
puntuacion adjudicando a cada sintoma compatible un punto.

Se incluyeron ademas los resultados obtenidos en las tres pruebas
diagndsticas realizadas: el analisis de la movilidad ciliar mediante
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videomicroscopia de alta resolucion y alta velocidad, el estudio de la
ultraestructura ciliar mediante microscopia electronica de transmision, asi como

el estudio genético.

4.3 Analisis de Ila movilidad ciliar mediante

videomicroscopia de alta resolucion y alta velocidad

4.3.1 Toma de muestra

Para el estudio de la movilidad ciliar se obtuvieron células del epitelio nasal de
los pacientes sospechosos de DCP mediante curetaje nasal. La cureta se
introducia en la nariz del paciente, realizando un raspado superficial del cornete
nasal medio. A continuacion la muestra se sumergia en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), reconstituido con FBS 10%, L-glutamina

y anfotericina B al 1%, y se trasladaba inmediatamente al laboratorio.
4.3.2 Visualizacion microscépica de la muestra

El estudio al video-microscopio se realizaba entre 30 minutos y en un maximo
de 3 horas tras la toma de las muestras. Una vez en el laboratorio la muestra
se agitaba suavemente con una pipeta y se aplicaban 100 yL sobre un porta

gelatinizado.

Las muestras se visualizaron a temperatura ambiente (25°C) mediante un
microscopio invertido Leica DMI3000B (Leica, Alemania) (Figura 33), utilizando
una lente de objetivo de 63x que proporciona un aumento total de x630. Tras
una revisidbn de la muestra se seleccionaron preferiblemente imagenes de
células ciliadas aisladas, libres de moco y células no ciliadas, para obtener
imagenes del movimiento de los cilios sin interferencias y poder realizar las

mediciones.
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Figura 33. Visualizacién microscépica de la muestra. La biopsia nasal en medio DMEM es
estudiada mediante un microscopio invertido conectado a un ordenador con software especifico
para la grabacion de imagenes.

4.3.3 Grabacion del cilio

Las imagenes se registraron utilizando una camara de video digital Basler
acA1300-200um con sensor CMOS ON Semiconductor PYTHON 1300 (Basler
AG, Alemania) acoplada al microscopio.

Todas las grabaciones y el procesamiento de imagenes se realizaron con el
sistema Sisson-Ammons Video Analysis (SAVA) (Sisson et al., 2003) (Figura
34).

Se visualizaron grupos de células, descartando células aisladas, realizando el
estudio del patrén de batida desde tres planos de vision: desde arriba, con la
batida hacia el observador, y desde un lateral. Las imagenes se capturaron
inicialmente en tiempo real a 203 fps (fotogramas por segundo) y se grabaron
aproximadamente 3 segundos de video para cada imagen.

Una vez grabados, los videoclips de cada paciente se reprodujeron en tiempo
normal y a cdmara lenta (hasta 1/8 de velocidad) para evaluar la calidad y

analizar la frecuencia y el patron de la batida ciliar.
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Figura 34. Imagen de la interfaz del software SAVA. A la izquierda ofrece la imagen en
movimiento de las células de la muestra, junto con los datos y graficas de la frecuencia de
batida ciliar a la derecha.

4.3.4 Analisis de la movilidad

Para determinar el patréon de batida ciliar, se consideraron 4 modos diferentes
de batida:

-Patréon de batida ciliar normal: Los cilios baten generalmente en un plano, con
pequenas desviaciones del eje longitudinal, generando un movimiento planar
en dos fases diferenciadas y coordinadas: golpe efectivo y golpe de
recuperacion.

-Inmovilidad ciliar: Se detectan grandes areas de cilios inméviles. Cuando se
observa movimiento ciliar, se describe como parpadeante lento, corto y rigido;
lo denominamos también como movilidad residual.

-Patrén coordinado y rigido de batida ciliar: Se detecta una amplitud
notablemente reducida de la batida ciliar.

-Patrén incoordinado vibratil y rigido de batida ciliar: Los cilios baten en fases

no metacronicas.
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Consideramos como patron de movimiento vibratil cuando la amplitud de batida
ciliar esta disminuida e incoordinado cuando los cilios baten en fases no
metacronicas.

Otros signos indirectos de actividad ciliar efectiva que fueron observados son el
test de rotacion celular (una célula ciliada girara sobre si misma por el efecto de
la batida ciliar) y test de arrastre (la batida ciliar efectiva arrastra a la célula
ciliada en el campo de vision). Sin embargo, en algunas mutaciones estos
signos indirectos de actividad ciliar pueden resultar “engafosos”. La
sintomatologia clinica tipica siempre deberia ser un punto de partida importante
para completar los estudios diagnosticos antes de emitir un diagndstico
definitivo.

Tras el estudio mediante video-microscopia, y para facilitar el posterior estudio
estadistico de las variables asi como la representacion en tablas de los
resultados, los patrones de movilidad ciliar se redujeron a: cilios inméviles,
discinéticos (englobando los patrones de movimiento incoordinado, vibratil y/o

rigido) y normal (sin defecto aparente).

4.4 Estudio genético

4.4.1 Toma de muestra y procesado

Para el estudio genético se realizé una toma de muestra de sangre periférica
de los pacientes, a partir de la cual se procedid a la extraccion de ADN
mediante un extractor automatico de acidos nucleicos QIAsymphony
(QIAGEN, Hilden, Alemania).

Se analizaron en detalle tanto los exones como las regiones intronicas
flanqueantes de los siguientes genes: ARMC4, C210rf59, CCDC103,
CCDC114, CCDC151, CCDC39, CCDC40, CCDC65 CCNO, DNAAFT1,
DNAAF2, DNAAF3, DNAAF5, DNAH1, DNAH11, DNAH5, DNAHS8, DNAI1,
DNAI2, DNAJB13, DNAL1, DYX1C1, GAS8, LRRC6, MCIDAS, NMES8, OFD1,
PIH1D3, RPGR, RSPH1, RSPH3, RSPH4A, RSPH9, SPAG1, y ZMYND10.
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El estudio genético se llevé a cabo mediante secuenciacion masiva (NGS) en
un equipamiento lllumina (equipo NextSeq 500). Se empleod el panel de genes
Custom Constitutional Panel 17 Mb (New Focused Exome v2), Agilent
Technologies. La secuenciacidon mediante NGS fue realizada en la plataforma
de genomica del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe.

Las variantes patoldgicas identificadas fueron confirmadas posteriormente

mediante secuenciacion Sanger.

4.5 Estudio de la ultraestructura ciliar mediante

microscopia electrénica de transmisién

4.5.1 Toma de muestra y fijacion

La toma de muestra para el estudio ultraestructural se realizaba en el mismo
acto de la toma mediante curetaje para el estudio de movilidad ciliar, y se
introducia la muestra para su fijacién, de forma inmediata, en una solucién de
glutaraldehido al 2,5% en tampdn Sorensen 0.1M pH 7.3, y la muestra asi

filada almacenaba a 4°C hasta su posterior procesado.

4.5.2 Procesado y preparacion de la muestra

Para realizar el analisis ultraestructural las muestras son incluidas en una
resina plastica mediante un protocolo estandarizado para microscopia
electrénica de transmision.

Para ello, tras la fijacion en glutaraldehido, las muestras son lavadas dos veces
en tampdn Sdrensen y son sumergidas en una solucién de tetra-6xido de osmio
tamponado al 0.5% durante 2 horas. Posteriormente las muestras son lavados
en agua destilada y se deshidratan a través de una serie de acetonas de
gradacion creciente. Se aclaran a continuaciéon con 6xido de propileno y se
incluyen finalmente en una resina epoxi (Epon812, EMS), durante 24h a 40°C y

24h mas a 60°C para su polimerizacion.
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Los bloques resultantes con la muestra incluida en su interior fueron cortados
en un ultramicrotomo Leica EM UC6 (Figura 35), colocado en una mesa con
dispositivo antivibratorio, empleando cuchillas de vidrio, para obtener secciones

semifinas de 200nm de grosor sobre un portaobjetos.

-B-

Figura 35. Ultramicrotomia. (A) Ultramicrotomo donde se realizan los cortes semifinos y
ultrafinos a partir de los bloque de resina. (B) Biopsia nasal incluida en un bloque de resina
Epon.

Estas secciones fueron tefiidas con una solucion de azul de toluidina al 0,1% y
examinadas con un microscopio optico con un objetivo de x40 para valorar
principalmente la presencia de secciones ciliares transversales y el estado

general de la muestra (Figura 36).

o

Figura 36. Examen al microscopio 6ptico de los cortes semifinos. A un aumento de x40 se
aprecian grupos de células epiteliales columnares con penachos de cilios en su superficie
apical (estrellas) (x40). (Azul de toluidina)
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Tras seleccionar las areas de interés a la hora de realizar el estudio
ultraestructural se cortaron secciones ultrafinas de 75-80 nm de grosor con una
cuchilla de diamante Diatome ultra 45° en el mismo ultramicrotomo Leica. Los
cortes fueron recogidos y recuperados en rejillas de cobre de 100 mesh y se
contrastaron con soluciones de acetato de uranilo al 4% durante 10 minutos, y
citrato de plomo de Reynolds durante 2 minutos. Las cortes ultrafinos se
examinaron a 80 kV con un microscopio electronico de transmisién Hitachi
HT7700 (Hitachi, Japan) (Figura 37). Las imagenes se capturaron con una

camara CCD de 8Mpx integrada en el microscopio.

Figura 37. Microscopio electronico de transmisiéon. El rayo de electrones que emite el
filamento de tungsteno atraviesa la muestra colocada a mitad del cafién, y gracias al sistema
de vacio y una serie de electroimanes, se forma una imagen de la muestra que aparece en la
pantalla.
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4.5.3 Estudio general de la muestra

En primer lugar se realizé una valoracion general de la muestra a baja y media
amplificacion (x4.400-35.000), para evaluar la presencia de infeccién, o de
defectos en el procesado que no se aprecian en los cortes semifinos, asi como
la existencia de defectos ciliares secundarios.

Posteriormente se tomaron imagenes de un minimo de 50 secciones ciliares,
en las que aparecia el axonema con su membrana ciliar intacta, a x530.000
aumentos, a partir de las cuales se realizd el analisis de la organizacion

microtubular y de la presencia/ausencia de los brazos de dineina (Figura 38).

Figura 38. Interfaz del software de visualizacion y captura de imagenes del MET. En la
imagen vemos una seccion ciliar a 530.000 aumentos.

Se estudiaron las células ciliadas para la determinacion de la presencia de una
localizacion erronea de los cuerpos basales con ausencia o poca cantidad de
cilios (pocos cilios en combinacién con ausencia de la mayoria de cuerpos
basales), y/o alteraciones en el citoplasma (imagenes de células ciliadas sin el
patron subcelular tipico consistente en cuerpos basales submembranosos con
estructuras asociadas (pie basal y raicillas estriadas) y numerosas mitocondrias
apicales). Se anotaron y documentaron ademas la existencia de otras
alteraciones, tales como la presencia de células inflamatorias y otros hallazgos

de interés.
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4.5.4 Analisis de los axonemas

Las imagenes se seleccionaron posteriormente en base a la nitidez, ruido de
fondo y artefactos de tincion para un estudio 6ptimo.

Para determinar la proporcion final de los defectos axonemales se elabord una
tabla de calculo para cada muestra, para determinar la proporcién de defectos
ciliares con respecto al total de secciones ciliares.

Los resultados del estudio MET de las biopsias de pacientes DCP se
clasificaron segun la Guia Consenso (Shoemark et al., 2020) y el defecto MET

detallado segun la siguiente tabla:

Defecto segun Consenso | Defecto UE detallado

Defecto BED

Clase 1 (defecto MET diagnostico) | Ausencia BED+BID

Desorganizacién MT + ausencia BID

Clase 2 (defecto que requiere de otra
Defecto CC
evidencia diagnodstica de apoyo)

Sin defecto aparente

Tabla 4. Clasificacion defectos UE segun la Guia Consenso y en detalle. Defecto BED
(ausencia total o parcial de los brazos externos de dineina); Ausencia BED+BID (ausencia
combinada de brazos internos y externos); Desorganizacion MT + ausencia BID
(desorganizacion microtubular con ausencia de los brazos internos de dineina); Defecto CC
(defecto del complejo central).

Para esta clasificacion se tuvieron en cuenta los siguientes parametros:
*Defecto de los brazos externos de dineina (BED): Ausencia total o de gran
parte de los BED de la mayoria de dobletes (>5) de la mayoria (>50%) de
secciones estudiadas.

*Ausencia combinada de brazos internos y externos de dineina
(BED+BID): Criterio anterior y ausencia total o de gran parte de los BID de la
mayoria de dobletes (>7) de la mayoria (>50%) de secciones estudiadas.
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*Desorganizacion de MT y ausencia de BID: Desorganizacion de los MT
en >25% de las secciones, combinado con ausencia total o de gran parte de
los BID de la mayoria de dobletes (>7) de la mayoria (>50%) de secciones
estudiadas.

*Defecto del CC: Ausencia del par central con o sin transposicion de doblete
periférico. Uno o ambos MT centrales ausentes en >20%; MT centrales dobles
o translocacién (cerca del apice ciliar); algo de desorganizacion MT.
*Ultraestructura conservada: Consideramos una estructura axonemal normal
cuando en la seccion ciliar estudiada se observan los 9 dobletes periféricos y
un par central de MT sencillos. Los dobletes periféricos deben presentar
ademas un minimo de 5 BED y 2 BID.

Se registraron ademas otro tipo de defectos no diagndsticos:

*Defectos minoritarios: Los anteriormente descritos cuando aparecen en
menos del 30% del total de axonemas estudiados y que por tanto no son
considerados como defectos clave.

*Defectos secundarios: MT supernumerarios (MT extra en la zona central o
exterior del axonema), cilios compuestos (una sola membrana ciliar que
contiene varios axonemas ciliares)

*Defectos sin definir: desalineamiento de los dobletes periféricos, zonas

electrodensas submembranosas, dobletes oscuros.

4.6 Analisis estadistico

Se realizara un estudio estadistico descriptivo respecto al defecto MET encon-
trado mediante la media y desviacion estandar y la mediana (1.er y 3.er cuarti-
les) en el caso de las variables numéricas y mediante la frecuencia absoluta
(%) en el caso de las cualitativas. Con todos los datos obtenidos se realizara un
analisis descriptivo para calcular la correlacién y obtener concordancias entre

las variables del estudio.
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Resultados

5.1 Consideraciones generales de la muestra

Entre 2018 y 2021 fueron examinados en el Servicio de Otorrinolaringologia del
Hospital Universitari i Politécnic La Fe un total de 117 pacientes sospechosos
de DCP. Tras el estudio de movilidad ciliar, el estudio genético y el analisis de
ultraestructura ciliar se descartaron para este diagndstico 64 pacientes, 51
fueron por el contrario diagnosticados de DCP y 2 fueron calificados como
pacientes con criterios diagndsticos no concluyentes.

Se incluyeron por tanto en nuestro estudio 51 pacientes diagnosticados de
DCP, que mostraban una edad media de 20,95 afios, con un rango de edades
de 1-64 afos.

Con respecto a la distribucion por género, el grupo de pacientes DCP estuvo
formado por 29 hombres y 22 mujeres, 1o que supone un porcentaje de 56,86%
y 43,13% respectivamente.

Las manifestaciones clinicas presentes en los 51 pacientes diagnosticados de

DCP se muestran en la tabla 5.

Datos clinicos Incidencia (n° de pacientes) y resultado
porcentual de estos datos (%)
Distrés respiratorio neonatal 20 (39,21)
Rinorrea mucopurulenta habitual 41 (80,39)
Tos productiva crénica 43 (84,31)
Otitis de repeticiéon 23 (45,09)
Bronquiectasias 26 (50,98)
Neumonias 24 (47,05)
Defectos lateralidad 13 (25,49)
Problemas fertilidad 10 de 16 adultos (62,5)

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los pacientes DCP. Resultados expresados como
numero de pacientes (%).
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5.2 Estudio de movilidad ciliar

El estudio de movilidad ciliar llegé a ser completado en 48 de los 51 pacientes
DCP, detectandose defecto de movilidad ciliar en 45 de ellos (45/48, 93,73%).

Los resultados del patron de movilidad ciliar general se muestran en la tabla 6:

Patrén de movilidad ciliar Resultados (%)
Cilios inmoviles 25 (52,08)
Discinéticos (movimiento incoordinado,

20 (41,66)
rotatorio y/o vibratil)
Sin defecto aparente 3 (6,25)

Tabla 6. Resultados del estudio de movilidad ciliar. Resultados expresados como numero
de pacientes (%).

De forma detallada (tabla 7), tan s6lo se detectaron 5 pacientes (5/45, 11,11%)
cuyos cilios presentaban inmovilidad ciliar total, mientras que las biopsias cilia-
res del resto de pacientes presentaban un predominio de inmovilidad ciliar pe-
ro con cierta proporcion de cilios con un movimiento residual. Dentro del grupo
de patrén discinético, las batidas ciliares vibratiles o rotatorias fueron las menos

prevalentes (8.88% y 6.66% respectivamente).

Patron de movilidad ciliar detallado Resultados (%)
Inmovilidad total 5(11.11)
Predominio de inmovilidad con movimiento 20 (44.44)
residual

Incoordinado 13 (28.88)
Rotatorio 3 (6.66)
Vibratil 4 (8.88)

Tabla 7. Resultados detallados del estudio de movilidad ciliar. Resultados expresados
como numero de pacientes (%).
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5.3 Estudio genético

El estudio genético se solicitd en 37 de los 51 pacientes, llegando a estar este
estudio completado en 30 de ellos y quedando 7 estudios pendientes de resul-

tado.

De los 30 estudios completados, se detectaron 23 pacientes (76,66%) que por-
taban variantes patogénicas o probablemente patogénicas en genes asociados
a DCP. En 7 estudios no se detectaron variantes en los genes analizados (re-
sultado negativo) y en 3 se identificaron alteraciones genéticas de significado
clinico incierto (VUS) (Variants of Unknown Significance), en alguno de los ge-

nes DCP analizados (grafica 1).

Distribucion resultados estudio genético

NEGATIVO
US|
DNAH9 y HYDIN
DNAH9

DNAI1

DYX1C1
CCDC39
CCDCA51
TTC25
DNAAF1
RSPH1y HYDIN
DNAH11
RSPH1

DNAHS

‘ariante gen detectada

o
-
N
w

4
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(22}
[=2}
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@

Gréfica 1. Resultados del estudio genético

Se detectaron variantes patologicas en DNAHS en un 30.43% (7/23) de los pa-
cientes testados, constituyendo el gen con mayor prevalencia de mutaciones
dentro del listado de 35 genes estudiados, seguido por RSPH1, detectado en 3
pacientes como alteracion genética individual y en un paciente de forma com-
binada con HYDIN (17,39% en total), y DNAH11 y DNAAF1, ambos en un
8,69% (2/23) de los pacientes analizados. En la tabla 8 se detalla la distribucién

de los resultados genéticos.
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Variante patologica detectada Resultados (%)
DNAHS 7 (30,43)
RSPH1 3 (13,04)
DNAH11 2 (8,69)

RSPH1y HYDIN 2 (8,69)
DNAAF1 2 (8,69)
TTC25 1(4,34)
CCDC151 1(4,34)
CCDC39 1(4,34)
DYX1C1 1(4,34)
DNAI1 1(4,34)
DNAH9 1(4,34)
DNAH9 y HYDIN 1(4,34)

Tabla 8. Genes con variantes patolégicas detectadas. Resultados expresados como numero
de pacientes (%).

5.4 Estudio ultraestructural de los axonemas ciliares

El objetivo de estudio de la presente memoria de tesis versa sobre el
estudio mediante MET de las biopsias nasales. El estudio ultraestructural (UE)
de esta patologia, al igual que ocurre en otras tematicas requiere de un ade-
cuada preservacion y representacion de los tejidos a estudiar. Un cierto numero
de las muestras bidpsicas, bien por la composicién de la muestra o por el esta-
do en el que se encuentre la mucosa nasal obtenida, no pudieron ser estudia-
das incluso después de un procesamiento optimo. Es decir, que en un determi-
nado numero de biopsias no pudieron obtenerse las 50 secciones ciliares mi-
nimas para determinar la presencia o ausencia de un defecto de los axonemas
ciliares. De este modo, del numero total de pacientes DCP incluidos en nuestro
estudio -51-, se consiguieron 38 analisis UE y quedaron 13 estudios sin llegar

a ser completados, cuyas caracteristicas se detallaran en el apartado 5.4.4.
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Cabe destacar que se realizo la valoracion UE en 86 biopsias del total de parti-
cipantes del estudio, de forma que se obtuvieron 38 estudios UE de pacientes
DCP mas 48 estudios adicionales completos de individuos exentos de DCP

(tabla 9).

Procedencia biopsias N.° estudios UE
Pacientes DCP 38
Pacientes no DCP 48

Total estudios UE 86

Tabla 9. Estudios UE completados. Resultados mostrados en valores absolutos.

5.4.1 Defectos ultraestructurales diagnosticos

Se realizaron 38 estudios UE de los 51 pacientes DCP, obteniéndose un resul-
tado diagndstico positivo en 26 de ellos (26/38, 68,42%). Los defectos UE

diagndsticos que se encontraron quedan reflejados en la grafica 2:

Distribucion estudio MET
v I
Defecto CC -
Desorg MT+ ausencia BID -
|

Ausencia BED+BID

2 4 6 8 100 12 14 16 18 20

Defecto detectado

o

N° pacientes

Grafica 2. Resultados del estudio UE. Leyenda: No (sin defecto UE aparente); Defecto CC
(defecto del complejo central); Desorg MT + ausencia BID (desorganizacién microtubular con
ausencia de los brazos internos de dineina); Ausencia BED+ BID (ausencia combinada de
brazos internos y externos); Defecto BED (ausencia total o parcial de los brazos externos de
dineina).
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De los 48 estudios UE de los pacientes exentos de DCP, los pacientes #P26 y
#P72 mostraron elevadas proporciones de defecto en los BED. La valoracion
posterior del resto de la biopsia, junto con los resultados obtenidos en el estu-
dio genético y en el de movilidad ciliar, permitio determinar estos resultados UE

como falsos positivos.

En la tabla 10 se reflejan los resultados del estudio UE de las 38 biopsias de
pacientes DCP, distinguiendo la clasificacion de los defectos axonemales segun
la Guia Consenso (Shoemark et al., 2020) y el defecto UE detallado. Cabe des-
tacar que casi la mitad de los pacientes mostraron defecto en los BED (18/38,
47,36%), constituyendo asi el defecto UE mas prevalente en nuestra cohorte
de casos. Por otra parte, el 31.57% de los pacientes mostraron una ultraestruc-

tura ciliar aparentemente conservada.

Tipo de defecto | Total (%) delos Defecto
sepl]n Consenso Resultado (%)
9 defectos UE detallado
Defecto BED 18 (47,36)
Ausencia BED+BID 1(2,63)
Clase 1 22 (57,89%)

Desorg MT+ ausencia BID 3 (7,89)

Clase 2 4 (10,52%) Defecto CC 4 (10,52)

Sin defecto aparente 12 (31,57)

Tabla 10. Clasificacion defectos UE segiin Consenso y en detalle. Resultados expresados
como numero de pacientes (%). Leyenda: Clase 1 (defecto UE diagndstico); Clase 2 (defecto
que requiere de otra evidencia diagndstica de apoyo); Defecto BED (ausencia total o parcial de
los brazos externos de dineina); Ausencia BED+ BID (ausencia combinada de brazos internos y
externos); Desorg MT+ ausencia BID (desorganizacion microtubular con ausencia de los
brazos internos de dineina); Defecto CC (defecto del complejo central).
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De esta forma, la MET ofrecié resultados diagnoésticos (clase 1) en el 57,89%

(22/38) de las biopsias analizadas de los pacientes DCP.

Estos resultados se muestran en la iconografia ultraestructural de nuestra serie

de casos, que se presentan a continuacion (Figura 39):

G 7

Figura 39. Resultados UE del estudio axonema ciliares, imagenes representativas de los
resultados obtenidos. (A) Ausencia combinada de BID y BED; (B) Ausencia parcial BED (bra-
zos cortos); (C) Ausencia total BED; (D) Desorganizacién microtubular con ausencia de los BID;
(E) Defecto del CC: ausencia de par central; (F) Defecto del CC: transposicién de doblete peri-
férico al centro del axonema (Micrografias, x530.000).
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5.4.2 Defectos minoritarios

El analisis minucioso de las 86 biopsias en las que pudieron estudiarse un mi-

nimo de 50 secciones ciliares reveld la presencia de defectos ultraestructurales

en 75 de ellas, tanto en proporciones consideradas para el diagndstico como

en proporciones inferiores. En estas proporciones inferiores o defectos minori-

tarios, el hallazgo mas habitual fue la ausencia de los brazos externos de di-

neina, que oscilé desde un 4% a un maximo de un 22%. Los participantes que

mostraron defectos axonemales en mas del 10% de sus axonemas se presen-

tan en la tabla 11:

ID paciente Defecto UE minoritario (%)
11 BED (14)
19 BED (20)
25 BED (22)
51 BED (10)
55 BED (16)
59 BED (16)
61 BED (14)
64 BED (20)
75 BED (16)
89 BED (14)
7 BID (18)
23 CC (18)
39 CC (10)
72 CC (14)
84 Desorg MT (14)
24 Desorg MT+ aus BID (14)
56 Desorg MT+ aus BID (26)
82 Desorg MT+ aus BID (16)

Tabla 11. Defectos UE minoritarios (pagina siguiente).
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Tabla 11. Defectos UE minoritarios (pagina anterior). Expresados como proporcién de
secciones ciliares afectadas. Leyenda: BED (ausencia total o parcial de los brazos externos de
dineina); BID (ausencia de brazos internos); Desorg MT+ aus BID (desorganizacion
microtubular con ausencia de los brazos internos de dineina); CC (defecto del complejo
central).

5.4.3 Defectos secundarios

Se observo la presencia de defectos ciliares secundarios en casi la totalidad de
muestras analizadas, tanto de pacientes DCP como de pacientes no-DCP (Fi-
gura 40). El defecto mas prevalente fueron los cilios compuestos y las adicio-
nes MT o MT supernumerarios, asi como la desorganizacién de MT y algo me-

nos frecuente las secciones ciliares con membrana ciliar rota o ausente.

Los defectos ciliares secundarios se encontraban de forma local, acompafados
en ocasiones de alteraciones en la célula ciliada de la que procedian, y en
otras ocasiones de forma aislada. Se detectaban principalmente en aquellas

biopsias con signos de inflamacién o infeccién moderada.

Figura 40. Defectos ciliares secundarios encontrados (pagina siguiente). (A) Cilios
compuestos (x62.000); (B) Protusiones de la membrana ciliar (x88.000); (C) Combinacion
defectos: cilios compuestos, pérdida membrana ciliar (x44.000); (D) Delecién de un doblete
periférico (x530.000); (E) Fragmentos ciliares (x88.000); (F) Membranas ciliares rotas o
ausentes (x180.000) (Micrografias).
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Figura 40. Defectos ciliares secundarios encontrados (pdgina anterior).
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Estos hallazgos fueron los mas evidentes y de facil identificacion. Sin embargo
también observamos defectos axonemales secundarios que afectan a los BED,
el complejo central y la disposicion de los MT periféricos. En estas biopsias al-
gunos axonemas presentaban, de forma sutil, cierta deformacion de los MT

periféricos, incluso algo de dilatacion de éstos (Figura 41).

Figura 41. Defectos secundarios en MT periféricos. (A) Axonema conservado; (B) Axonema
del #P20, con cierta desorganizacion de los dobletes periféricos y dilatacién de alguno de los
MT (triangulo); (C) Axonema del #P23, con cierta deformaciéon de uno de los MT (flecha); (D)
Axonema del #P84, con ausencia de los BED y dilatacion de MT (triangulo) y deformacion
(flecha). (Micrografias, tamafo original x530.000)
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5.4.4 Estudios no completados

Del total de 117 participantes se completd el estudio UE en 83 pacientes. En
los 31 pacientes en los que no se pudo completar, se repitid la toma de biopsia
en otra visita clinica en 4 de ellos, consiguiéndose 3 estudios completados adi-
cionales. De esta forma, el numero total de estudios UE completados ascendié
a 86 y por tanto en nuestro estudio la MET mostré una inviabilidad global de un
26,49% (31/117).

La principal causa que dificulté el estudio de los axonemas ciliares en estas
biopsias fue la presencia de cambios reactivos por infeccion y/o inflamacién en
la muestra (tabla 12), con presencia de abundante moco y detritus celulares
que impedian una adecuada visualizacion de los axonemas ciliares asi como
un numero insuficiente de axonemas para estudio. Los hallazgos incluyeron:
deplecién de células ciliadas asi como signos de ciliogénesis aberrantes, como
son la presencia de células deciliadas, cuerpos basales o raicillas estriadas

deslocalizadas o pseudoquistes ciliares (Figura 42 y 43).

Biopsias ciliares no viables:

cambios por infeccién/inflamacion

e Presencia de abundante moco y detritus celulares

e Deplecion células ciliadas con predominio de células
epiteliales intermedias

e Signos de neociliogénesis aberrantes: deciliacion,
deslocalizacion de cuerpos basales y raicillas estriadas,

pseudoquistes ciliares en zona apical

Tabla 12. Hallazgos comunes en las biopsias ciliares no viables.
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Figura 42. Caracteristicas de las biopsias no viables (I) (pagina siguiente).
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Figura 42. Caracteristicas de las biopsias no viables (l) (pagina anterior). (A) Zona apical
con membrana celular desflecada (x44.000); (B) Escasa estructuras ciliares en zona apical de
célula ciliada (x6.200); (C y D) Rotura membranas ciliares y axonemas poco nitidos (x180.000 y
x88.000) (E) Abundante moco y detritus celulares (x6.200); (F) Metaplasia escamosa (x4.400).
(Micrografias)

Figura 43. Caracteristicas de las biopsias no viables (y ll) (pagina siguiente). (A) Zona
apical con cuerpos basales deslocalizados y cilios aberrantes (x26.000); (B) Conjunto de
secciones ciliares con cambios secundarios: desorganizacién de MT, ausencia del par central,
adiciones y deleciones de MT estructuras ciliares en zona apical de célula ciliada (x88.000); (C)
Zona apical deciliada, donde solo se observan dos estructuras ciliares pero de corta longitud, y
algunos cuerpos basales sin su axonema correspondiente (x22.000); (D) Zona apical con
pequefas vesiculas ciliares con cuerpos basales que no han elongado el axonema. En la parte
superior se observa un cuerpo basal con raicilla estriada bifurcada. Rotura membranas ciliares
y axonemas poco nitidos (x44.000); (E) Zona apical con axonemas intracitoplasmaticos. A la
izquierda se observan secciones ciliares libres en el citoplasma Abundante moco y detritus
celulares (x18.000); (F) Detalle de (E) en el que puede observarse la estructura ciliar con su
cuerpo basal y el axonema incluidos en el citoplasma (x62.000). (Micrografias)
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Figura 43. Caracteristicas de las biopsias no viables (y Il) (pagina anterior).
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5.4.5 Defectos de significado desconocido

En el estudio de MET de los axonemas ciliares, se detectaron algunos otros
defectos o alteraciones en las secciones ciliares, que no estan descritas en la
literatura, hasta el momento actual, y que se sefialan como de significado

desconocido.

5.4.5.1 Zona electrondensa

Se detectd la presencia de zonas electrondensas submembranosas (Figura 44)
con independencia del tipo de defecto ultraestructural predominante asi como
de la ausencia o presencia de defecto diagndstico. Estas zonas en muchas
ocasiones aparecian como pequefas protusiones de la membrana, ocupando

un espacio entre el axonema y la membrana ciliar.

-B-
Figura 44. Imagenes representativas de axonemas ciliares con zonas electrondensas
submembranosas. (A) La zona electrondensa protuye ligeramente; (B) Axonema con
ausencia de BED y zona electrondensa, sin protusién (Micrografias, x530.000).

5.4.5.2 Dobletes oscuros

La presencia de dobletes oscuros (Figura 45) fue mas limitada, y sin relacion

aparente con la presencia o ausencia de defecto ultraestructural.
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-B-

Figura 45. Imagenes representativas de axonemas ciliares con dobletes oscuros. (A)
Seccion ciliar con dobletes oscuros junto a otra en la que se aprecia la estructura de ambos MT
en los dobletes; (B) Seccion ciliar con dobletes oscuros (Micrografias, x530.000).

5.4.5.3 Rotura de simetria

Durante el examen de los casos en los que prevalece la ausencia de los BED,
se observo un predominio de secciones ciliares en los que el axonema perdia
su simetria, de forma que los dobletes periféricos aparecian desviados de la
circunferencia axonemal, formada por la unién del centro de los MTA de cada
doblete (Figura 46).

Figura 46. Simetria axonemal. (A) Cada doblete periférico consiste en un MTA completo
(estrella) y otro incompleto, el MTB; (B) La linea que une todos los puntos centrales de cada
MT A forma la circunferencia axonemal. (Micrografias, x530.000)
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En este sentido hemos definido la rotura de simetria (RS) cuando un axonema
presenta mas de 3 dobletes periféricos inclinados o desviados, entendiendo la
desviacion como la rotacion del MTB respecto del MTA, y que por tanto queda

fuera de la circunferencia axonemal (Figura 47).

Figura 47. Rotura de simetria axonemal. Tomando como referencia la circunferencia
axonemal (en amarillo), en las secciones ciliares con RS pueden observarse mas de 3 dobletes
inclinados o desviados (estrellas), es decir, cuyo MT-B queda fuera de dicha circunferencia.

Como consecuencia de este hallazgo, no senalado previamente por ningun
autor, se revisaron de manera retrospectiva todas las fotografias de los casos
ya estudiados, tanto de pacientes DCP como de aquellos excluidos del
diagndstico, y de forma paralela se incluyé esta nueva variable a estudiar en el
analisis de los axonemas de los casos restantes.

Se descartaron los casos en los que el estudio ultraestructural indicaba un
defecto del CC y aquellos con desorganizacion MT ya que, tal y como se
detallé en el capitulo 5.1 de esta memoria, estos defectos axonemales implican
un cierto grado de desorganizacion de los dobletes, y por tanto podrian

suponer un sesgo en la deteccion de rotura de simetria axonemal.
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Asi pues, se realizo el analisis de la simetria axonemal de aquellos casos en
los que se detectd ausencia de los BED, asi como de todos aquellos en los que
no se detecta un defecto axonemal aparente.

La figura 48 muestra imagenes representativas que se obtuvieron del estudio
RS.

Figura 48. Axonema normal vs rotura de simetria axonemal. (A) Imagen de un axonema
con sus dobletes periféricos integrados en la circunferencia axonemal; (B y C) Imagenes de
axonemas con ausencia de BED y rotura de simetria: se aprecia de forma evidente la
inclinacion de los dobletes; (D) Imagen de axonemas sin defecto UE aparente, pero con rotura
de simetria (Micrografias, x530.000)

Los resultados del estudio de la RS axonemal se muestran en la tabla 13:
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ID paciente

ID paciente RS (%) BED (%)
78 2 0
66 8 0

2 9 0
69 12 4
73 12 8
43 14 2
68 14 2
70 14 4
99 14 0
28 18 0
36 18 0
67 18 8
85 18 0
86 18 2

107 20 0
58 22 0
34 24 0
104 24 2
52 26 0
79 26 4
88 26 4
109 26 0
110 28 2
42 29 2
82 30 8

9 32 2
65 32 0
40 34 2

RS (%)  BED (%)
40 82
40 98
40 10
40 0
42 4
42 30
42 94
42 92
42 100
42 0
42 100
44 0
44 2
44 22
44 96
44 16
46 08
46 20
46 10
48 0
48 4
48 98
48 100
48 6
48 0
48 92
49 14
50 4
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89
113
75
98

35

64

76
105
56
72

34
34
36
36
38
38
38
38
38
38
40
40

14
0
16
6
4
2
74
20
51
0
14
14

24

50
54
54
56
58
58
58
63
64
66
68
70

100

100
100

10
18
98

100
96

Tabla 13. Proporcion de RS por paciente, y su correspondiente ausencia de BED. En gris,
pacientes no DCP; en rojo, pacientes DCP; RS: Rotura de la simetria axonemal expresada en
proporcion (%) de axonemas con mas de 3 dobletes desviados respecto de la circunferencia
axonemal; BED: Ausencia de los brazos externos de dineina, expresada en proporcion (%) de

axonemas con menos de 5 brazos externos en su axonema.

La rotura de simetria axonemal en los pacientes DCP oscilé entre un 38 y un

70%, mientras que los pacientes excluidos del diagnéstico mostraron una

asimetria axonemal inferior de forma general. Observamos un grupo de

pacientes no DCP que mostraron una RS superior al 38%, con un maximo de

un 63%.

Si analizamos el ICC de este grupo de pacientes no DCP podemos distinguir a

su vez dos subgrupos: con una RS inferior al 40%, su ICC medio era de 35,71,

mientras que con una RS superior, su ICC medio era de 54,28 (tabla 14).
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ID paciente RS (%) ICC ICC medio

35 38 50
64 38 30
76 38 30

115 38 30 35,71
56 40 40
72 40 40
84 40 30
26 42 50
106 44 70
25 44 40

11 49 50 54.28
7 54 70
24 54 40
59 63 60

Tabla 14. Correlacién rotura de simetria (RS) vs indice de clinica compatible (ICC) en
pacientes no DCP con RS superior al 38%. Los pacientes no-DCP con mayor RS
presentaron a su vez mayor proporcion de clinica compatible.

Destaca la presencia de asimetria axonemal en ese 31,57% de pacientes
diagnosticados con DCP mediante el andlisis de movilidad ciliar y/o estudio
genético pero cuyos axonemas resultaron de apariencia normal segun el
analisis ultraestructural segun Consenso (tabla 15, en azul). Todos ellos
presentaron rotura de simetria axonemal, entre un minimo de 38% y un

maximo de 66%.
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62 Ausencia BED 38
74 Ausencia BED 40
83 Ausencia BED 40

Ausencia BED

Ausencia BED+ BID

27 Ausencia BED 42
33 Ausencia BED 42
44 Ausencia BED 42
77 Defecto CC 42
111 Ausencia BED 42

47

44

46

6 Defecto CC 48
14 Defecto CC 48
32 Ausencia BED 48
71 Ausencia BED 48

93

Ausencia BED

48

97 Ausencia BED 50
22 Ausencia BED 56
16 Ausencia BED 58
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45 Defecto CC 58

3 Ausencia BED 64
21 Ausencia BED 68
114 Ausencia BED 70

Tabla 15. Resultados estudio UE detallado de todos los pacientes DCP segun Guia
Consenso vs rotura de simetria. BED: brazos externos de dineina; CC: complejo central. El
31.57% de los pacientes no presenta defecto UE segun Consenso pero muestran RS en sus
secciones ciliares.

Dado que la primera observacion de la RS se realizé sobre aquellas secciones
ciliares con ausencia de los BED, se realiz6 el analisis de correlacion entre la
ausencia de BED y la RS de los axonemas, obteniendo un resultado que indica

una muy débil correlacion entre ambas variables (p=0.16) (grafica 3).

aBED (3)
5 8

RS (%)

Grafica 3. Correlacion entre la ausencia de los brazos externos de dineina (aBED) y la
rotura de simetria (RS). Puede observarse una ligera tendencia ascendente, pero la disper-
sién de los datos, indican una débil correlacion entre ambas variables.

A modo de resumen, el porcentaje de axonemas ciliares con rotura de simetria
observado en los pacientes DCP oscil6é entre un 38% y un 70%, con una media
de 48,56%, mientras que el grupo control mostré entre un 2% y un 63% de
axonemas ciliares afectados, con una media de un 29,9%. Por tanto, en gene-
ral los pacientes DCP mostraron mayor proporcién de RS que los pacientes

con otras patologias respiratorias.

110



Resultados

5.5 Estudio ultraestructural de las biopsias nasales

El epitelio nasal de las biopsias estudiadas contenia una mezcla de células
ciliadas e intermedias, células caliciformes, leucocitos PMN y moco. Las células
ciliadas aparecian aisladas o agrupadas en fragmentos de epitelio.

Estos componentes, en variable proporcion, aparecen en todas las muestras
con una morfologia optica similar, independientemente de si padecen DCP o
no. Ocurre por lo tanto en la morfologia optica algo similar a lo que tiene lugar
con las manifestaciones clinicas de la sintomatologia respiratoria que no

permite deslindar la existencia o no de DCP.

5.5.1 Hallazgos comunes

Los hallazgos ultraestructurales del conjunto de elementos que componen las
biopsias nasales de nuestro estudio se clasificaron en 5 tipos: ultraestructura
conservada, conservada con defectos secundarios, cambios ultraestructurales
grados | (se detecta afectacion de las organelas, con cambios en su
conformacién y/o estructura) y Il (el dafno ultraestructural afecta a la morfologia

celular en su conjunto y a la integridad de la membrana), y dafio celular grave.

*Ultraestructura conservada (Figura 49): Predominio de células ciliadas e
intermedias, con células caliciformes en proporcion aproximada de 1:50, y
escasos polimorfonucleares. Ocasionales cilios compuestos.

*Ultraestructura conservada con defectos secundarios (Figura 50): El
incremento de defectos secundarios es evidente, principalmente cilios
compuestos, pero también deleciones o adiciones MT en los axonemas.
*Cambios ultraestructurales grado | (Figura 51): La presencia de cilios com-
puestos aumenta, asi como las protusiones de la membrana ciliar y los axone-
mas sin membrana. Aumenta la presencia de células inflamatorias, asi como la
cantidad de moco en el fondo de la muestra. Algunas células ciliadas comien-

zan a mostrar lo que hemos denominado “caos apical“, o una configuracion
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desordenada de la regién apical de la célula ciliada, caracterizado por cuerpos
basales mal localizados y sin estructura axonemal asociada asi como raicillas
estriadas aisladas. Se observa disminucion del numero de estructuras ciliares

en las células.

*Cambios ultraestructurales grado Il (Figura 52 y 53): Abundante moco que
ocupa gran parte de la muestra y atrapa a grupos de cilios, detritus celulares y
abundantes células inflamatorias. Los cilios compuestos adquieren aspecto
aberrante, con axonemas desordenados, deformaciones y ausencia de mem-
brana. El caos apical es mas evidente, con pérdida total de la placa basal, pro-

tusiones de la membrana celular y pérdida de integridad.

*Daino celular grave: Tumefaccion de organulos y rotura de la membrana

celular (Figura 54).

Figura 49. Biopsia nasal de ultraestructura conservada. (A) Imagen panordmica donde se
observan grupos de células epiteliales (x1.800); (B) Detalle de un grupo de células ciliadas bien
conservadas, con secciones ciliares en su superficie apical. Entre ellas, dos células calicifor-
mes (estrella) (x6.200) (Micrografias).
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Figura 50 Biopsia nasal con defectos ciliares secundarios. (A) Cilios compuestos de pocos
axonemas (x53.000); (B) Varios axonemas con defectos secundarios: deleciones (estrellas),
adiciones (flecha azul) y desorganizacion microtubular (flecha naranja) (x88.000) (Micrografias)

Figura 51. Biopsia nasal con cambios ultraestructurales grado | (pagina siguiente). (A)
Seccion ciliar con protusion de membrana (P) junto a otra con su membrana ciliar discontinua
(estrella) (x440.000); (B) Membrana apical de célula ciliada con cilios compuestos de formas
irregulares (x35.000); (C) Seccién de un axonema libre, sin membrana (x220.000); (D, Ey F)
Imé&genes de “caos apical”: (D) Los cuerpos basales aparecen desordenados sin estructura
axonemal asociada, pero permanecen en la zona submembranosa (x35.000); (E) Se observan
los cuerpos basales en una zona mas profunda del citoplasma (flechas), en direccion de la
célula contigua (C), en la que no se aprecian cuerpos basales (x35.000); (F) Se observa gran
cantidad de microvilli (Mv). Algunos cuerpos basales aparecen rodeados por pseudovesiculas
(flechas) (x26.000). (Micrografias)
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Figura 51. Biopsia nasal con cambios ultraestructurales grado | (pagina anterior).
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Figura 52. Cambios ultraestructurales grado Il (pagina siguiente).
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Figura 52. Biopsia nasal con cambios ultraestructurales grado Il (pagina anterior) (A) Epi-
telio infiltrado por células inflamatorias (estrellas) (x4.400); (B) Fondo de la muestra con abun-
dantes detritus celulares y moco (x11.000); (C) Cilio compuesto con gran cantidad de citoplas-
ma (x35.000); (D) Membrana apical de varias células donde se observan protusiones de mem-
brana (x11.000); (E) Moco que atrapa a las estructuras ciliares (x22.000); (G) Detalle de cilio
aberrante, con axonemas desorganizados y un solo cuerpo basal (x70.000). (Micrografias)

Figura 53. Biopsia nasal con cambios ultraestructurales grado Il, continuacién (pagina
siguiente) (A) Regién apical con protusion de la membrana celular englobando parte del cito-
plasma y dos axonemas ciliares (x26.000); (B) Defectos ciliares secundarios en una misma
célula ciliada. Se observan axonemas sin membrana ciliar, axonemas incompletos, cilios com-
puestos, protusiones en membranas ciliares e incluso MT libres (x35.000); (C) Célula en la que
se observa pérdida de la polaridad celular, vacuolizacién citoplasmatica y mitocondrias distri-
buidas por el citoplasma, membrana celular irregular y un cilio aislado (x26.000).; (D) Detalle
del caos apical, con un cuerpo basal entre las mitocondrias (flecha amarilla), dos cilios aislados
y protusién de membrana con una estructura axonemal (flecha naranja) (x44.000); (E) Detalle
de la regién apical de una célula con pérdida de integridad de la membrana celular y cuerpos
basales desordenados entre las mitocondrias (x62.000); (F) Region apical con cilios compues-
tos, protusiones de membrana y cuerpos basales superpuestos (x35.000). (Micrografias)
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7

Figura 53. Cambios ultraestructurales grado Il, continuaciéon (pagina anterior)
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Figura 54. Dafio celular grave. (A) Tumefaccién mitocondrial (x44.000); (B) Estructuras axo-
nemales sin membrana ciliar junto a cilios aberrantes de axonemas desordenados (x44.000);
(C) Células ciliadas en fase de necrosis. Tumefaccién de los organulos celulares, puede apre-
ciarse la pérdida de las crestas mitocondriales y el refuerzo de los cuerpos basales. En la parte
superior se observa la ausencia de membrana celular (x26.000). (Micrografias)
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5.5.1 Hallazgos especificos

En la tabla 16 se muestra una seleccion de los hallazgos UE mas destacables
encontrados en las biopsias de toda nuestra serie de casos, junto con el
resultado del estudio UE vy la referencia de las figuras mostradas a continuacion
de la tabla. La identificacion #Pxx corresponde con el paciente donde se
localizé cada hallazgo.

Predominaron las alteraciones celulares secundarias a procesos infecciosos
y/o inflamatorios, de forma que muchos de los estudios UE para la deteccion de
defectos axonemales diagndésticos no pudieron ser completados por dichas
alteraciones concomitantes.

En el caso del #P62, la presencia de cilios cortos como defecto secundario no
impidié en este caso completar el estudio axonemal, detectdndose globalmente
una ausencia de los BED en un 74% de sus secciones ciliares, mientras que en
otro grupo de participantes en los que encontramos distintas alteraciones en
sus biopsias nasales el resultado de su estudio UE también pudo completarse,
mostrando ultraestructura axonemal conservada en todos ellos.

Un hallazgo destacable del estudio de las biopsias nasales fue el del #P67, en
el que detectamos la presencia de cuerpos lamelares intracelulares (Figura
68).
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Resultado estudio

ID paciente Hallazgo UE Figura
13 Sistema de membranas - 55
43 Sistema de membranas Sin alteraciones 55
66 Axonemas intracitoplasmaticos Sin alteraciones 56
67 Axonemas intracitoplasmaticos Sin alteraciones 56
76 Microorganismos Sin alteraciones 57
50 Microorganismos - 58
116 Microorganismos - 59
30 Metaplasia escamosa - 60
18 Metaplasia escamosa - 60
87 Metaplasia escamosa - 60
60 Cilios cortos - 61
62 Cilios cortos Ausencia BED 74% 61
65 Granulos en cuerpos basales Sin alteraciones 62
15 Hiperplasia de células caliciformes - 63
81 Cuerpos lamelares extracelulares Sin alteraciones 64
05 Raicillas estriadas deslocalizadas - 65
81 Raicillas estriadas deslocalizadas Sin alteraciones 65
49 Inclusién ciliar Sin alteraciones 66
57 Quiste ciliar - 67
97 Cuerpos lamelares intracelulares Ausencia BED 68

100%

Tabla 16. Biopsias nasales: hallazgos ultraestructurales especificos. (-): Estudio no

completado.
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*Sistema de membranas organizado en conjuntos paralelos de cisternas con

pequefios anillos o ventanas a intervalos regulares. Encontrado en el

citoplasma de células epiteliales intermedias (Figura 55).

Figura 55. Sistema de membranas. (A) Citoplasma de célula epitelial con sistema de mem-
branas apiladas con anillos o ventanas a intervalos regulares, #P13 (x22.000); (B) Detalle del
sistema de membranas de (A) (x62.000); (C) Los anillos o ventanas se aprecian como peque-
flas bandas electrondensas (flechas), #P13 (x130.000); (D) Sistema de membranas junto al
nucleo celular (N), #P43 (x70.000). (Micrografias)
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*Axonemas intracitoplasmaticos: Estructuras ciliares que no protuyen en la

superficie apical de la célula, formados por el axonema y el cuerpo basal, y

situados fuera de su localizacién submembranosa (Figura 56).

Figura 56. Axonemas intracitoplasméaticos. (A) Célula ciliada con una banda en el tercio
medio de su citoplasma que corresponde con varios cuerpos basales alineados de los que
emergen axonemas, #P66 (x11.000); (B) Detalle de (A): Axonemas ciliares con cuerpos basa-
les asociados (x35.000); (C) Axonema ciliar de seccién tangencial (flecha), junto a raicillas es-
triadas, #P67 (x35.000); (D) Citoplasma de célula ciliada con una agrupacién de cuerpos basa-
les junto a secciones de axonemas (flecha), #P67 (x35.000) (Micrografias).
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*Microorganismos en #P76: Estructuras compatibles con microorganismos, de
localizacion extracelular. Probable estructura bacteriana (Figura 57).
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Figura 57. Microorganismos (I). (A) Panoramica de biopsia nasal de #P76 con estructuras de
elevada electrodensidad en el fondo de la muestra (centro), entre moco y detritus celulares
(x4.400); (B) Estructura electrondensa sobre célula ciliada (x18.000); (C) Detalle de (B): Proba-
ble estructura bacteriana en la que podrian distinguirse una capsula bacteriana con prolonga-
ciones y material genético en su interior (x180.000); (D) Detalle a gran aumento de (C)
(x700.000) (Micrografias).
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*Microorganismos en #P50: Abundantes estructuras compatibles con
microorganismos, de localizacion extracelular y morfologia similar al #P76.

Probables estructuras bacterianas (Figura 58).

Figura 58. Microorganismos (Il). (A) Panoramica de un grupo de estructuras compatibles con
bacterias, embebidas en restos celulares (x26.000); (B) Detalle de una de las estructuras, de
aspecto bilobulado y filamentos que proyectan de su superficie (x180.000); (C) Detalle de otra
estructura, de aspecto redondeado (x180.000); (D) Detalle de (C), en la que puede apreciarse
la configuracion de la pared, con varias bandas en su estructura interna (x440.000) (Microgra-
fias)
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*Microorganismos en #P116: Estructuras compatibles con microorganismos, de
localizacion extracelular y morfologia diferente a las anteriores. Probables

estructuras bacterianas (Figura 59).
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Figura 59. Microorganismos (y Ill). (A) Panoramica en la que se observan varias estructuras
compatibles con bacterias junto a varias células epiteliales (x8.800); (B) Detalle del grupo de
estructuras bacterianas (x26.000); (C) Detalle de una de las estructuras bacterianas, en la que
se aprecian filamentos que proyectan desde su superficie (x130.000); (D) Detalle de (C), en la
que se aprecia una capa superficial de superficie ondulada (x530.000) (Micrografias).
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*Metaplasia escamosa: Presencia de células elongadas, de citoplasma denso y
sin organulos, que aparecen descamadas del resto de grupos celulares de la

biopsia (Figura 60).

-C-

Figura 60. Metaplasia escamosa. (A) Panoramica del #P18, donde se observa un grupo de
células epiteliales con cambios metaplasicos (x4.400); (B) Panoramica del #P30. Algunas célu-
las aln conservan restos del nacleo celular (x4.400); (C) Célula metaplasica del #P67, donde
se observan pequefias prolongaciones citoplasmaticas y alguna microvacuola en su interior
(flecha) (x8.800); (D) Detalle de (C), pueden apreciarse las prolongaciones finas en su superfi-
cie y el citoplasma repleto de tonofilamentos (x180.000) (Micrografias).
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*Cilios cortos: Cilios de escasa longitud, que protuyen minimamente de la
superficie celular (Figura 61).

Figura 61. Cilios cortos. (A) Cilio que emerge levemente de la membrana celular, #P60
(x110.000); (B) Dos cilios cortos contiguos. Se observa el cuerpo basal y raicillas estriadas,
#P62 (x180.000) (Micrografias)

*Granulos en cuerpos basales: Granulos electrondensos localizados en el

interior del cuerpo basal, #P65 (Figura 62).

Figura 62. Granulos en cuerpos basales. (A) Region apical con secciones transversales de
los cuerpos basales. Dos de ellos presentan un granulo electrondenso en su interior (x62.000);
(B) Region apical de otra célula ciliada con granulos electrondensos en varios de sus cuerpos
basales (x35.000). (Micrografias)
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*Hiperplasia de células caliciformes: Proliferacion de células caliciformes en

#P15 con reduccién del numero de células ciliadas (Figura 63).

Figura 63. Hiperplasia células caliciformes. (A) Se observa gran cantidad de células calici-
formes, y una sola célula ciliada (estrella) (x2.600); (B) Noétese el tamafio de los nucleos de
estas tres células, con su citoplasma parcialmente repleto de vesiculas de secrecion (x4.400).
(Micrografias)

*Cuerpos lamelares extracelulares en #P81: Estructuras multilaminadas

extracelulares de apariencia similar al del surfactante pulmonar (Figura 64).

Figura 64. Cuerpos lamelares extracelulares. (A) Dos cuerpos lamerales extracelulares junto
a secciones ciliares (x44.000); (B) Detalle de (A): A gran aumento pueden apreciarse las lami-
nas concéntricas. (x350.000) (Micrografias).
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*Raicillas estriadas deslocalizadas: Raicillas estriadas agrupadas de

localizacion diversa, sin cuerpos basales asociados (Figura 65).

Figura 65. Raicillas estriadas deslocalizadas. (A) Célula ciliada en la que se distinguen va-
rias raicillas estriadas aisladas, #P05 (x18.000); (B) Detalle de (A): Se contabilizan al menos 4
raicillas grandes y dos pequefas (zona superior derecha), #P05 (x70.000); (C) Raicillas estria-
das en zona citoplasmatica profunda (flecha), #P81 (x26.000); (D) Detalle de (C): Dos raicillas
estriadas aisladas, junto a varios cuerpos mitocondriales, #P81 (x110.000) (Micrografias).
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*Inclusiéon ciliar: Inclusion intracitoplasmatica en #P49 rodeada por una
membrana simple continua, que incluye cilios con cuerpos basales, y microvilli
(Figura 66).

Figura 66. Inclusion ciliar. (A) Seccion transversal de célula ciliada con una gran vesicula
intracitoplasmatica en las que se proyectan cilios y microvilli (x18.000); (B) Detalle de (A): Se
observan varias secciones ciliares y de microvilli en la luz de la vesicula, ademéas de cuerpos
basales bajo la membrana (estrellas) (x35.000) (Micrografias)

*Quiste ciliar: Gran vacuola intracitoplasmatica en #P57 con numerosos cilios y

microvilli, de contenido granular y amorfo (Figura 67).

Figura 67 Quiste ciliar. (A) Seccién transversal de célula ciliada con una gran estructura intra-
citoplasmatica (x11.000); (B) Detalle de (A): Se aprecian estructuras axonemales sin membra-
na y un contenido amorfo disperso en el interior de la cavidad (x53.000) (Micrografias)
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*Cuerpos lamelares intracelulares en #P97: Presencia de multiples vesiculas
con estructuras multilaminadas en el citoplasma de casi la totalidad de células
de la biopsia. Se detecté en células ciliadas e intermedias, no asi en células

caliciformes (Figura 68).
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Figura 68. Cuerpos lamelares intracelulares. (A) Grupo de células ciliadas en las que se
aprecian granulos oscuros en sus citoplasmas (x6.200); (B) Detalle de (A): Se observan estruc-
turas multilaminadas junto al nucleo (x26.000); (C) Detalle de (B): A mas detalle se aprecia las
multiples capas de las estructuras incluidas en cada vesicula (x62.000) (Micrografias).
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5.6 Estudios de correlacion

5.6.1 Relacion genotipo-fenotipo ciliar ultraestructural

El estudio UE de los axonemas ciliares de los pacientes DCP mostrd por una
parte que la alteraciéon mutacional mas prevalente (DNAHS) se expresoé a nivel
ultraestructural como ausencia de los BED, tanto de forma parcial como total.
En dos casos con mutacion por RSPH1 (#P16 y #P14), el defecto del CC
quedd bien definido en sus axonemas, no asi en otros dos casos con mutacién
bigénica de RSPH1 y HYDIN (#P91 y #P92), en los que no se detectd defecto
ultraestructural aparente.

En un caso con test genético negativo para los genes DCP (#P16) se
determind una ausencia total de los BED.

Dentro del grupo de pacientes sin defecto UE aparente, los resultados del test
genéticos fueron diversos, detectandose variantes patogénicas en genes como
DNAH11 o RSPH1, incluidos en el subgrupo de variantes DCP con
ultraestructura axonemal conservada, pero también se detectaron mutaciones
en DNAAF1 (#P20) y DNAH9 con HYDIN (#P55).

DYX1C1, uno de los genes alterados detectados en nuestra cohorte, se
describe como un factor citoplasmatico que interviene en el ensamblaje de los
brazos de dineina, y cuya mutaciéon se manifiesta como ausencia tanto de BED
como BID. Sin embargo, la biopsia nasal del #P32 -con variante patogénica de
DYX1C1 - muestra axonemas ciliares con brazos de dineina cortos, es decir,
ausencia parcial, y presencia de los BID en casi la totalidad de los axonemas
estudiados. El #P4, con variante patogénica de DNAAF1, otro factor de
ensamblaje citoplasmatico de los brazos de dineina- si presenté axonemas con
ausencia de los BED combinada con ausencia de los BID.

Los pacientes #P23, #P51 y #P80 exhibieron axonemas ciliares conservados y
no se detectd ninguna variante patogénica en la lista de 35 genes testados, si
bien desde otra perspectiva todos presentaron cilios discinéticos en el analisis

de movilidad ciliar y una clinica compatible.
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La tabla 17 muestra las relaciones entre las variantes genéticas detectadas y el

defecto UE de los axonemas ciliares en nuestra cohorte de casos.

ID paciente Variante detectada Defecto UE

31 CCDC151

27 DNAHS5

47 DNAHS5

97 DNAH5

21 DNAH5

22 DNAH5

Ausencia BED

74 DNAHS5

62 DNAH9

71 DNAI1

32 DYX1C1

16 NEGATIVO

44 TTC25

83 DNAHS5

4 DNAAF1 Ausencia BED+ BID
14 RSPH1 Defecto CC
6 RSPH1

53 CCDC39 Desorg MT+ aus BID
20 DNAAF1
117 DNAH11

81 DNAH11 No
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55 DNAH9 y HYDIN
23 NEGATIVO
51 NEGATIVO
80 NEGATIVO
No
91 RSPH1y HYDIN
92 RSPH1y HYDIN

Tabla 17. Relaciones entre genotipo y defecto ultraestructural. Leyenda: BED: Brazos ex-
ternos de dineina; BID: Brazos internos de dineina; CC: Complejo central; Desorg MT+ aus BID:
Desorganizacion microtubular combinada con ausencia de los brazos internos de dineina.

5.6.2 Relaciéon genotipo-fenotipo ciliar funcional

Clasificando los pacientes por alteracion mutacional, los resultados de
movilidad obtenidos fueron de gran variabilidad, incluso entre aquellos que
presentaron mutacion en un mismo gen concreto (tabla 18).

El grupo de pacientes con test genético negativo mostraron en el analisis de
movilidad tanto cilios inmoviles como discinéticos.

Del grupo de pacientes en los que se detectd variante patolégica en algun gen
DCP, los pacientes #P6 y #P117 con mutacion en RSPH1 y DNAH11

respectivamente, presentaron un patron de batida ciliar aparentemente normal.

ID paciente Variante detectada Patron movilidad
47 DISCIN
74 DISCIN
27 DNAH5 INMOV
83 INMOV
97 INMOV+RES
21 INMOV+RES

134



Resultados

22 INMOV+RES
13 DISCIN
14 RSPH1 DISCIN

5 RSPH1 N

92 RSPH1 y HYDIN DISCIN
91 DISCIN
62 DNAH9 DISCIN
55 DNAH9 y HYDIN INMOV+RES
4 DNAAF1L INMOV
20 INMOV+RES
81 DNAHL1 INMOV+RES
117 N

71 DNAI1 DISCIN
32 DYX1C1 INMOV
31 CCDC151 INMOV+RES
53 CCDC39 INMOV+RES
44 TTC25 INMOV+RES
23 DISCIN
57 DISCIN
80 DISCIN
15 NEGATIVO DISCIN
51 DISCIN
16 INMOV+RES
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54 INMOV+RES
5 INMOV+RES
29 INMOV+RES

Tabla 18. Relaciones entre genotipo y patron de movilidad ciliar (pagina anterior). Leyenda:
DISCIN: discinético; INMOV: inmovilidad ciliar total; INMOV+RES: Predominio de inmovilidad
ciliar junto a movimiento ciliar residual; N: normal.

5.6.3 Relacién fenotipo ciliar ultraestructural-funcional

El defecto UE mas prevalente (defecto de los brazos externos de dineina) no
mostré un defecto de movilidad uniforme entre los distintos pacientes que lo
portaban (tabla 19). De igual forma, aquellos casos sin un defecto
ultraestructural aparente también mostraron diversos patrones de movilidad.

El grupo de casos con defecto del CC destaca por ser el Unico que no presentd

cilios inmoviles.

ID paciente Defecto UE Patron movilidad ciliar
3 Ausencia BED
47 Ausencia BED
71 Ausencia BED
74 Ausencia BED
62 Ausencia BED
14 Defecto CC
77 Defecto CC DISCINETICO
45 Defecto CC
12 Desorg MT+ aus BID
90 No
23 No
92 No
80 No
51 No
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91 No
27 Ausencia BED
32 Ausencia BED
111 Ausencia BED INMOVILIDAD TOTAL
83 Ausencia BED
4 Ausencia BED+ BID
44 Ausencia BED
16 Ausencia BED
21 Ausencia BED
22 Ausencia BED
33 Ausencia BED
97 Ausencia BED
sl Ausencia BED PREDOMINIO INMOVILIDAD CON
53 Desorg MT+ aus BID MOVIMIENTO RESIDUAL
100 Desorg MT+ aus BID
55 No
81 No
19 No
20 No
39 No
93 Ausencia BED
6 Defecto CC NORMAL
117 No

Tabla 19. Relaciones entre defecto ultraestructural y patron de movilidad ciliar. Leyenda:
BED: Brazos externos de dineina; BID: Brazos internos de dineina; CC: Complejo central;
Desorg MT+ aus BID: Desorganizacion microtubular combinada con ausencia de los brazos

internos de dineina.
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5.6.4 Relacion fenotipo clinico-fenotipo ciliar-genotipo

Dado que el 93,3% de los pacientes de nuestra cohorte presentaron tanto tos

productiva habitual como rinorrea mucopurulenta, realizamos el estudio de re-

lacion genotipo-fenotipo ciliar respecto a sintomas menos prevalentes, como el

distrés respiratorio neonatal (DRN), la presencia de bronquiectasias y los de-

fectos de lateralidad.

5.6.4.1 Distrés respiratorio neonatal. Los pacientes que presentaron DRN pre-

sentaron principalmente cilios inméviles (10/16, 62,50%) y ausencia de los bra-

zos externos de dineina a nivel ultraestructural (9/16, 56,25%) (tabla 20).

I? Test genético Patron movilidad ciliar UE
paciente
12 * DISCIN Desorg MT + aus BID
14 RSPH1 DISCIN CcC
7 * DISCIN CC
80 NEGATIVO DISCIN No
92 RSPH1y HYDIN DISCIN No
32 DYX1C1 INMOV BED
83 DNAH5 INMOV BED
16 NEGATIVO INMOV+RES BED
21 DNAH5 INMOV+RES BED
22 DNAH5 INMOV+RES BED
31 CCDC151 INMOV+RES BED
33 * INMOV+RES BED
44 TTC25 INMOV+RES BED
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53 CCDC39 INMOV+RES Desorg MT + aus BID
97 DNAH5 INMOV+RES BED
6 RSPH1 N CcC

Tabla 20. Parametros diagnosticos de los pacientes que presentaron distrés respiratorio
neonatal. Leyenda: *: No disponible; DISCIN: discinético; INMOV: inmovilidad ciliar total;
INMOV+RES: predominio de inmovilidad ciliar junto a movimiento ciliar residual; N: normal;
BED: ausencia brazos externos de dineina; BID: ausencia brazos internos de dineina; CC:
defecto complejo central; Desorg MT+ aus BID: desorganizaciéon microtubular combinada con
ausencia de los brazos internos de dineina.

5.6.4.2 Bronquiectasias. Los pacientes con bronquiectasias presentaron en ge-
neral cierta proporcion de cilios discinéticos pero moviles (44,4%), con tan sélo
un caso con inmovilidad ciliar total. Respecto al estudio UE, predominé el de-
fecto en los brazos externos de dineina (50%), pero también una proporcién

moderada de ultraestructura conservada (33,3%) (tabla 21):

= p?é:ien— Test genético Patrén movilidad Estudio UE
74 DNAHS DISCIN BED
14 RSPH1 DISCIN CcC
77 * DISCIN CcC
23 NEGATIVO DISCIN No
92 RSPH1 y HYDIN DISCIN No
32 DYX1C1 INMOV BED
19 * INMOV+RES BED
21 DNAH5 INMOV+RES BED
33 * INMOV+RES BED
44 TTC25 INMOV+RES BED
55 DNAH9 y HYDIN INMOV+RES BED
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97 DNAH5 INMOV+RES BED
20 DNAAF1 INMOV+RES No
39 * INMOV+RES No
93 * N BED
6 RSPH1 N CcC
59 NEGATIVO N No

Tabla 21. Parametros diagnésticos de los pacientes que presentaron bronquiectasias
(pagina anterior). Leyenda: *: No disponible; DISCIN: discinético; INMOV: inmovilidad ciliar
total; INMOV+RES: Predominio de inmovilidad ciliar junto a movimiento ciliar residual; N:
normal; BED: ausencia brazos externos de dineina; BID: ausencia brazos internos de dineina;
CC: defecto complejo central; Desorg MT+ aus BID: desorganizacion microtubular combinada

con ausencia de los brazos internos de dineina.

5.6.4.3 Defectos de lateralidad. La ausencia de BED fue el defecto ultraestruc-

tural mas prevalente, con patrones de movilidad variados, incluso dentro del

grupo de pacientes con Sl (situs inversus), el defecto de lateralidad de mayor

prevalencia (tabla 22):

ID Defecto Test Patrén
Estudio UE

paciente lateralidad genético movilidad

4 Sl DNAAF1 INMOV BED+BID

12 Sl * DISCIN Desorg MT+ aus BID

16 Dextrocardia NEGATIVO INMOV+RES BED

22 Heterotaxia DNAHS5 INMOV+RES BED

27 Sl totalis DNAHS5 INMOV BED

32 Sl DYX1C1 INMOV BED

47 Sl DNAHS5 DISCIN BED

53 Sl CCDC39 INMOV+RES Desorg MT+ aus BID
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62 Sl DNAH9 DISCIN BED
74 * DNAHS DISCIN BED
93 Sl * N BED
111 Sl * INMOV BED
114 Heterotaxia * * BED

Tabla 22. Parametros diagnésticos de los pacientes que presentaron defectos de
lateralidad. Leyenda: *: No disponible; Sl: Situs inversus; DISCIN: discinético; INMOV:
inmovilidad ciliar total; INMOV+RES: Predominio de inmovilidad ciliar junto a movimiento ciliar
residual; N: normal; BED: ausencia brazos externos de dineina; BID: ausencia brazos internos
de dineina; CC: defecto complejo central; Desorg MT+ aus BID: desorganizacién microtubular
combinada con ausencia de los brazos internos de dineina.

5.6.5 Estudio estadistico

El analisis estadistico realizado sobre 35 pacientes DCP con todas las pruebas
diagnosticas llevadas a cabo y completadas en sus resultados, no muestra re-

sultados significativos (tabla 23).

Clase 1 (n=19) | Clase 2 (n=5) | Sin defecto (n=11)
Edad 18.53 (15.9) 22 (21.25) 30.18 (23.17) ?g/f)dia (DE)/n
15 (8.5, 20) 13 (6, 33) 25 (8.5, 50.5) g/leerdg?a (1er,
ICC 57.37(15.93) | 56 (15.17) 50 (16.12) ?g/f)dia (DE)/n
60 (45, 70) 50 (50, 60) 50 (45, 60) g"eerd(iga_?a (1er,
Sexo
Muijer 9 (47.37%) 2 (40%) 7 (63.64%) ?(/)I/f)dia (DE) /n
Hombre 10 (52.63%) 3 (60%) 4 (36.36%) g/'eerdg?a (1er,
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Resultados

Mutacion
CDC151 1 (7.69%) 0 (0%) 0 (0%)
CCDC39 1 (7.69%) 0 (0%) 0 (0%)
DNAAF1 1 (7.69%) 0 (0%) 0 (0%)
DNAH11 0 (0%) 0 (0%) 1 (14.29%)
DNAH5 6 (46.15%) 0 (0%) 0 (0%)
DNAH9 1 (7.69%) 0 (0%) 1 (14.29%)
DYX1C1 1 (7.69%) 0 (0%) 0 (0%)
Negativo 1 (7.69%) 0 (0%) 3 (42.86%)
RSPH1 0 (0%) 2 (100%) 2 (28.57%)
TTC25 1 (7.69%) 0 (0%) 0 (0%)

Patrén

movilidad

Discinético 5 (26.32%) 2 (50%) 6 (54.55%)
Inmovil 13 (68.42%) 1 (25%) 5 (45.45%)
Normal 1 (5.26%) 1 (25%) 0 (0%)

Tabla 23. Resultados estudio estadistico descriptivo respecto al defecto UE encontrado.
(DE): Desviacion estandar.
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Discusion

El estudio ultraestructural, nucleo central de la presente memoria de tesis, que
hemos llevado a cabo sobre una amplia cohorte de pacientes con sospecha
clinica de DCP, nos ha permitido identificar y describir los defectos axonemales,
referidos hasta ahora como diagndsticos, asi como los defectos no axonemales
presentes, todo ello sobre una serie muy amplia de muestras biopsicas
obtenidas en pacientes, adultos e infantiles, que han sido analizados de forma
minuciosa en una planificada observacion ultraestructural.

Nuestro analisis electronomicroscopico axonemal se enmarca dentro de un
estudio unicéntrico, observacional, de caracter prospectivo y retrospectivo
llevado a cabo sobre una serie de 117 pacientes reclutados entre 2018 y 2021,
en el que la observacion minuciosa ultraestructural de repetidas secciones
ciliares se ha correlacionado con las manifestaciones clinicas presentes en los
pacientes, con los datos obtenidos en el examen de la movilidad ciliar y asi
mismo con los resultados del estudio genético practicado en estos mismos
pacientes.

El estudio llevado a cabo nos ha proporcionado la obtencion de una amplia
base de datos y resultados, que en su analisis nos ha permitido identificar un
nuevo defecto axonemal, presente en todos los pacientes DCP, y que
previamente no aparece descrito en la literatura.

A continuacion, pasaremos a comentar los aspectos conceptuales vy
metodologicos del estudio llevado a cabo, los resultados obtenidos
individualizados por metodologias y los alcanzados tras el analisis de
correlacion efectuado. Para una mejor comprensién de estos comentarios, los

exponemos a través de los siguientes epigrafes de discusion:
6.1 La MET como técnica diagnostica de la DCP

El papel de la MET como método diagnéstico de la DCP reside en la valoracion
cuantitativa de los axonemas ciliares, de morfologia ultraestructural no conser-
vada, en la biopsia nasal de un paciente con sospecha diagndstica de DCP. El
resultado de este estudio axonemal, a nivel ultraestructural, es incluido en un

algoritmo diagndstico en el que se encuentran otras pruebas necesarias para
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alcanzar un diagnostico certero de esta enfermedad. A este respecto, la guia
para el diagndstico de la European Respiratory Society (Lucas et al., 2017) re-
comienda que, ante una alta sospecha clinica de DCP, debe realizarse el estu-
dio de movilidad ciliar y el analisis de los axonemas ciliares a nivel ultraestruc-
tural, asi como el estudio genético y/o el estudio de las proteinas ciliares me-

diante inmunofluorescencia.

La necesidad de llevar a cabo esta combinacion de pruebas diagnosticas surge
por la inexistencia de una sola prueba con sensibilidad y especificidad suficien-
te para poder confirmar la sospecha diagnostica de DCP. De esta forma la sen-
sibilidad y especificidad de estas pruebas es variable (tabla 24), mientras que la
sensibilidad y especificidad de la MET - segun la guia para el diagnéstico de la

ERS - se establece en torno a un 80% y un 100%, respectivamente.

Test diagnostico  |sensibilidad (%) Especificidad (%) Referencia
IF 68,8 100 Baz-Redon et al., 2020
HSVA 100 96 Rubbo et al., 2019
Estudio genético 81,1 100 Baz-Redobn et al., 2021
MET 80 100 Jackson et al., 2016
ONn 98 99 Leigh et al., 2013

Tabla 24. Sensibilidad y especificidad de los test diagnésticos de la DCP. Abreviaturas: IF:
Inmunofluorescencia; HSVA: Videomicroscopia de alta resolucion y alta velocidad; MET: Mi-
croscopia electronica de transmision; ONn: Oxido nitrico nasal.

En nuestro analisis obtuvimos una sensibilidad de un 68,42% y una especifici-
dad de un 95,83% para la MET, con una ligera diferencia frente a los datos an-
tes referidos. Esta diferencia cabe atribuirla a la falta de criterios estandariza-
dos en la deteccién de los defectos axonemales en los estudios publicados,
dado que algunos de ellos incluyen la ausencia de los BID como defecto axo-

nemal.
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La Guia Consenso para informar los resultados de la MET en el diagnostico de
la DCP fue publicada en 2020, y ha sido la herramienta que hemos utilizado
para clasificar los resultados de nuestro estudio, si bien seran necesarios en un
futuro proximo establecer nuevos estudios basados en esta guia de consenso
para poder establecer la sensibilidad y especificidad de la metodologia ultraes-

tructural de forma mas precisa.

La estandarizacion en el protocolo de estudio de las secciones ciliares a nues-
tro juicio deberia abordarse en las futuras actualizaciones de la Guia Consen-
so, dado que este aspecto representa una de las limitaciones de la MET como
método diagndstico de la DCP. En este sentido existe, por ejemplo, gran varia-
bilidad en la magnificacién aplicada en la visualizacién de las secciones ciliares
en los distintos trabajos publicados, que oscila desde x60.000 (Carda et al.,
2005; Papon et al., 2010; Theegarten y Ebsen, 2011; Lucas et al.,, 2016),
x110.000 (Ciancio et al., 2015) hasta los x150.000-250.000 (Delongh et al.,
1995; Barlocco et al., 1991; Demarco et al., 2013) y este aspecto referido al
numero de aumentos que se emplea puede indudablemente influenciar los re-

sultados como facilmente puede constatarse en la Figura 69.

Po @ a0 90
@990

A7

Figura 69. Ejemplo de imagenes de secciones ciliares a distintas magnificaciones.
(A)x88.000; (B) x110.000; (C) x260.000; (D) x530.000. (Micrografias, tamafo original).

147



Discusion

El manejo del MET es siempre una tarea técnica laboriosa, que probablemente
en el caso de la DCP debe alcanzar sus niveles mas altos de minuciosidad.
Alcanzar esos aumentos de la imagen es en ocasiones dificultoso y la observa-
cion directa a menudo no es sencilla en su realizacion, por la cual se debe tra-
bajar sistematicamente con microfotografias electrénicas de cada una de las

secciones ciliares realizadas a esa magnificacion (Figura 70).
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Figura 70. Captura de pantalla del software del MET. En la zona superior del panel lateral
izquierdo aparece indicada la magnificacion aplicada (x530k=x530.000); en el centro vemos la
imagen obtenida.

Las secciones ciliares han de ser ademas cuidadosamente seleccionadas de
entre las encontradas en la muestra, de manera que ofrezcan una 6ptima vi-
sualizacion de los brazos de dineina, pero también de los brazos radiales y de

los enlaces de nexina en algunas de ellas.

Por otra parte, los equipos MET actuales estan dotados de un sistema digital
de captura de imagenes, que permiten crear un banco de imagenes de facil
acceso y consulta. Con esta metodologia, al contrastar los resultados del anali-
sis ultraestructural de los axonemas con los resultados del resto de tests diag-
nosticos, nos permite detectar casos falsos positivos y posibilita el revisar sus

imagenes, tanto de las secciones ciliares originales como del estudio adicional
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de nuevas muestras bidpsicas (aspecto que abordaremos posteriormente en
esta discusion), permitiendo establecer si los defectos ciliares encontrados son
en realidad defectos secundarios por presencia de signos de infeccion en la

muestra.

6.1.1 Defectos ultraestructurales axonemales en la DCP

Respecto a los defectos axonemales -diagndsticos o sugestivos- encontrados
en nuestra serie de casos, el 50% de los pacientes con estudio UE mostraron
un defecto en los brazos de dineina, resultando el defecto mas prevalente, tal
como recogen otros estudios de la literatura, con prevalencias de un 44,85%
(Davis et al., 2019), de un 45,6% (Guo et al., 2020) e incluso de un 64,5% (Pa-
pon et al., 2010). Estas diferencias entre los estudios podrian deberse, de nue-
vo, a la falta de estandarizacion en el analisis de los axonemas ciliares, sobre
todo si consideramos que estos estudios son anteriores en su realizacion a la

publicacién del Consenso anteriormente referido.

El defecto en los brazos de dineina se describe en al menos 20 de los casi 50
genes sefialados como causantes de DCP (Brennan et al., 2021), destacando
entre ellos DNAH5 como el gen mas frecuentemente afectado. En un estudio
de Fassad y cols, se identificaron variantes patogénicas de DNAHS en un 37%
de las familias europeas analizadas, constituyendo por tanto la mutacion gené-
tica causante de DCP mas comun en la poblacién europea (Fassad et al.,
2019). En nuestra serie, un 30,43% de los pacientes con test genético comple-
tado portaban una variante patogénica en este gen, situandose igualmente co-

mo la mutacion mas prevalente.

El defecto del CC fue detectado en un 10,52% de los pacientes de nuestra
cohorte, constituyendo la segunda alteracion axonemal mas prevalente de
nuestro estudio. A nivel ultraestructural, este defecto resulta mas dificil de de-
tectar, ya que se encuentra en una baja proporcion de las secciones ciliares y
en ocasiones de manera muy sutil (Knowles et al., 2014). Por esta razén, se

considera un defecto sugestivo de DCP y requiere del apoyo de otra prueba
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diagnodstica para confirmar el diagnostico. Este defecto presenta a su vez una
dificultad adicional para su deteccién, ya que muchos de los defectos ciliares
secundarios simulan los defectos del CC, y este es el caso de la ausencia del
par central o de los MT extranumerarios (Dixon y Shoemark, 2017). En nuestra
experiencia, el estudio repetido de la muestra o la obtencién de muestras adi-

cionales permite la distincion entre ambos tipos de defecto axonemal.

Por ultimo, encontramos desorganizacion de los MT combinado con ausencia
de los BID en un 7,89% de los pacientes. Este defecto combinado es facilmen-
te reconocible, siendo la ausencia de los BID el aspecto que reviste alguna ma-
yor dificultad (Schroeder et al., 2017). A pesar de todo ello, con la magnificacion
aplicada en el analisis de los axonemas y la experiencia adquirida a lo largo de
nuestro estudio nos ha permitido soslayar esta dificultad, y aunque solo se pu-
do confirmar el gen causante en uno de ellos (CCDC39 en #P53), pudimos

identificar 3 casos con este defecto combinado.

El resto de defectos axonemales encontrados fueron clasificados como defec-
tos minoritarios, unos defectos que son contemplados por el grupo de la Guia
Consenso pero con los que no pudo llegarse a un acuerdo y que por tanto de-
beran ser revisados en futuras y necesarias actualizaciones de este Consenso.
En nuestra serie de casos los defectos minoritarios fueron en su mayoria au-
sencia de los BED (entre un 4% y un 22% del total de axonemas estudiados
por paciente), y teniendo en cuenta que pueden tratarse de defectos secunda-
rios, cabe subrayar que 5 de los 18 participantes que mostraron estos defectos
minoritarios (27,77%) eran pacientes DCP, y 7 de los restantes (38,8%) fueron
clasificados en principio como sugestivos de DCP. Es decir, que la presencia de
estos defectos minoritarios podria ser - muy probablemente - consecuencia de
las infecciones recurrentes que ocurren frecuentemente en todos esos pacien-
tes. Sin duda, seran precisos mas estudios a este respecto para considerar si
estos defectos minoritarios son significativos o simplemente deben considerar-

se como defectos ciliares secundarios.
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6.1.2 Defectos ultraestructurales secundarios

La distincidn de los defectos ciliares secundarios es otra de las limitaciones que
presenta la MET como método diagndstico de la DCP (Lobo et al., 2015). La
interpretacion de las imagenes de las secciones ciliares requiere del reconoci-
miento de los cambios inespecificos que pueden darse a consecuencia de las
infecciones recurrentes y cronicas de estos pacientes. Los cilios compuestos y
la adicion o delecién de MT son defectos evidentes, pero existen otros mas su-
tiles. En la literatura viene recogida la presencia de brechas en los MT como
defecto secundario (Carson et al., 1994), defecto que también observamos pe-
ro en una proporcion minima, razon por la cual no registramos su incidencia, si
bien documentamos su presencia en la iconografia que fuimos obteniendo en

las distintas observaciones (Figura 71).

Figura 71. Secciones ciliares con discontinuidad en los microtibulos. (A) Los dobletes
periféricos parecen singletes con prolongaciones que corresponden con microtubulos incomple-
tos; (B) El axonema parece normal, pero dos de los dobletes periféricos aparecen incompletos
(flechas) (Micrografias, x350.000).

A este respecto, detectamos en nuestra serie de casos estudiados ciertos cam-
bios en una proporcion mayor (datos cuantificados no recogidos) que las bre-
chas en los MT que, aunque también sutiles, podrian contribuir a la deteccién
de estos cambios secundarios. Estos cambios correspondian a deformaciones

en alguno de los MT periféricos, e incluso dilataciones de los MT en biopsias
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que presentaban de forma global cambios patentes atribuibles a procesos in-
fecciosos y/o a manifestaciones inflamatorias (Figura 41). Sin embargo, estos
defectos encontrados en nuestra serie de casos no aparecen reflejados en nin-
guno de los trabajos publicados previamente, y que entendemos deben ser in-
terpretados como secundarios dado que el estudio en material adicional de las
biopsias nos ha mostrado a menudo imagenes de células epiteliales rodeadas
de gran cantidad de detritus celulares, otros defectos axonemales secundarios
como cilios compuestos, e incluso la presencia de estructuras compatibles con

microorganismos, muy manifiestos en uno de los pacientes de nuestra serie.

El grado mas extremo de presencia de defectos secundarios nos conduce a
aquellas muestras biopsicas que no pueden ser debidamente estudiadas y que
clasificamos como estudios no completados. Esta condicién es otro de los pun-
tos que establecen limitaciones a la MET, dado que imposibilita un analisis ca-
bal de los axonemas ciliares. En nuestro estudio encontramos esta inviabilidad
en un 26,49% de las observaciones. En el estudio de Papon y cols, basado en
20 anos de experiencia en estudios UE para DCP, calcularon una inviabilidad
de un 28,6% (Papon et al., 2010). Las infecciones recurrentes y cronicas de las
vias respiratorias en estos pacientes es el factor que imposibilita el estudio de
los axonemas ciliares, ya que en el momento de la toma de la biopsia el pa-
ciente puede encontrarse en una fase activa de la infeccion, resoluciéon o con-
valecencia, y dado que la recuperacion del epitelio tras una infeccién respirato-
ria se estima en un tiempo de unas 3 semanas (Chilvers et al., 2001), seria re-
comendable repetir la toma de muestras bidpsicas en otra ocasién, en la que
presente una sintomatologia mas leve o un status que permita presumir no pre-
sencia de infeccion respiratoria. Otra opcion podria consistir en realizar un cul-
tivo de las células epiteliales, de forma que tras su crecimiento in vitro desapa-
rezcan los defectos secundarios atribuibles a un proceso infeccioso (Jorissen et
al., 2000a). Sin embargo, el cultivo celular es una técnica en ocasiones de re-
sultados limitados, que alarga el procedimiento diagndstico de la funcionalidad
y ultraestructura ciliar, por lo que se ha prodigado poco su empleo (Pifferi et al.

2009). La repeticion de la biopsia es el procedimiento mas factible, dado que
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una primera biopsia puede tomarse en la primera visita del paciente a consulta
clinica - tal como procedimos en nuestro estudio-, ya que este proceder se trata
de un método poco invasivo y de rapida ejecucion, que puede repetirse si es
necesario en la siguiente visita. En nuestro estudio se repitid la obtencion de
cepillado nasal en cuatro pacientes, y de ellos en tres ocasiones el estudio UE

pudo completarse de forma satisfactoria.
6.1.3 Hallazgos ultraestructurales especificos

El estudio adicional que llevamos a cabo en todas las biopsias recibidas nos
permitié caracterizar las alteraciones que aparecen en las células epiteliales
ciliadas en esas circunstancias de infeccion y/o inflamacién crénica/aguda, asi
como del resto de componentes que conforman un cepillado nasal, como son
las células caliciformes, células epiteliales intermedias, células inflamatorias,
moco y restos celulares. Los cambios mas destacables fueron aquellos que
encontramos en las células ciliadas con signos de ciliogénesis aberrantes, una
observacion que se convirtio en una valiosa herramienta para poder distinguir

los defectos ciliares secundarios.

En nuestro estudio detallado de las biopsias pudimos observar varios de estos
fendmenos de ciliogénesis aberrantes descritos en la literatura. El analisis de la
zona apical de las células ciliadas nos aporté informacién clave para poder de-
terminar el caracter de los defectos ciliares encontrados. La presencia de pro-
tusiones de membrana fue un hallazgo frecuente en aquellas células o grupos
de células que mostraban en conjunto alteraciones de su morfologia, siendo
esto propuesto ademas por O’Callaghan y cols como caracteristica celular
diagnostica de DCP (O’Callaghan et al., 2018). Estas protusiones se acompa-
naban de cilios compuestos, hinchados y/o de formas aberrantes, con varios
axonemas entrecruzados. Las irregularidades en la membrana apical se obser-
varon asociadas con la presencia de pequefas vesiculas que envolvian a los
cuerpos basales, de las cuales no emergian axonemas, y que en ocasiones

formaban inclusiones ciliares (Figura 66) o estructuras mas organizadas, como
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los quistes ciliares que encontramos en el paciente #P57 (Figura 67). Estos
quistes ciliares se han descrito de forma fisiologica en el epitelio ciliado del ovi-
ducto, pero también como consecuencia de un proceso de ciliogénesis atipica
(Hagiwara, 1994).

Otra consecuencia de la ciliogénesis anormal consiste en la no migracion de
los centriolos a la zona apical, que resulta en la aparicion de cuerpos basales a
nivel supranuclear o con axonemas elongados intracitoplasmaticos (Figura 56),
o raicillas estriadas aisladas (Figura 65). Todos estos fenbmenos estan causa-
dos por una alteracion en la diferenciacion de los centriolos (Stockinger et al.,
1989; Hagiwara et al., 2004). Estos defectos emulan un subtipo de DCP deno-
minado en la Guia Consenso como “localizacion erronea de los cuerpos basa-
les con oligocilia o ausencia de cilios”. Las caracteristicas del resto de la biop-
sia, junto con los resultados del test genético, nos llevaron a descartar la pre-

sencia de esta variante de DCP en nuestra serie de pacientes DCP.

Las imagenes de cilios cortos se corresponden con fenomenos de deciliacion
que se producen en las primeras fases de la infeccion respiratoria (Stockinger
et al., 1989). Este desprendimiento de los cilios se produce a nivel del collar
ciliar, en la base del cilio, y queda inmediatamente sellado por la membrana
plasmatica, dejando la imagen de “tapdon” (Figura 61) que observamos sobre

todo en aquellas biopsias con signos de proceso infeccioso agudo.

En dos participantes (#P13 y #P43) encontramos un sistema de membranas
intracitoplasmaticas a nivel de las células epiteliales (Figura 55). Se trataba de
un sistema organizado en conjuntos paralelos de cisternas con pequefios ani-
llos o ventanas dispuestas a intervalos regulares, que identificamos como an-
nulate lamellae. La funcién de esta organela no esta bien definida, aunque se
piensa que interviene en los procesos de crecimiento y diferenciacion celular
(Ghadially, 1988), y mas recientemente se ha especulado con el papel que po-
dria jugar en los fendmenos de replicacion de ciertos agentes virales (Eymieux

et al., 2021). En nuestro estudio encontramos estas estructuras de manera muy
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puntual, y pensamos que podria indicar una situacion de renovacién celular tras

dafo epitelial.

La hiperplasia de las células caliciformes que detectamos en alguna de las
biopsias representa asi mismo una respuesta tisular al estado inflamatorio cré-
nico a nivel del epitelio respiratorio de estos pacientes (Chen et al., 2018) de
forma analoga a los que es posible detectar en pacientes asmaticos (Merigo et
al., 2002).

Los cuerpos lamelares extracelulares fueron un hallazgo poco comun en nues-
tra serie, si bien también se ha descrito la presencia de vesiculas con cuerpos
lamelares en células ciliadas del epitelio nasal (Woodworth et al., 2005). Encon-
tramos estas estructuras a nivel extracelular en muestras con gran contenido
en detritus celulares, por lo que estos granulos formarian parte del contenido

citoplasmatico liberado.

En el estudio de Papon y cols se indica la presencia de metaplasia escamosa
como la principal causa de inviabilidad de los estudios UE de biopsias ciliares,
seguida de la ausencia de células ciliadas (Papon et al., 2010). Probablemente
la toma de la muestra en areas preciliadas, como pueden ser la cabeza del
cornete inferior y cualquier zona del vestibulo nasal, incrementa el porcentaje
de metaplasia escamosa, siendo una adecuada técnica de obtencién de epite-
lio ciliado determinante para un analisis adecuado del mismo. En nuestro estu-
dio detectamos la presencia de células escamosas tanto en biopsias que no
pudieron completarse en su estudio como en otras en las que si pudimos obte-
ner las 50 secciones ciliares necesarias para el analisis de los axonemas. Es-
tos elementos metaplasicos a menudo se aprecian como células descamadas
de morfologia elongada, con pequenas prolongaciones en su superficie, sin
nucleo ni organelas y con el citoplasma denso repleto de tonofilamentos (Figu-
ra 60).

En nuestro estudio asi mismo encontramos pequefias agrupaciones de células
escamosas en biopsias con claros signos de infeccion, la cual se confirmaba

por la presencia de microorganismos en la muestra. Estas estructuras bacteria-
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nas a menudo se localizaban en zonas denudadas de revestimiento, con pre-

sencia de células descamadas (Figura 72).

En el momento actual, y gracias al avance de las técnicas en biologia molecu-
lar, no se utiliza la MET para la identificacién bacteriana en muestras biopsicas,
y prueba de ello es que los trabajos publicados al respecto son escasos. Sin
embargo, y dado que se trata de pacientes DCP, podemos acotar la busqueda
a aquellas especies bacterianas aisladas de forma habitual en estos pacientes,
y que generalmente corresponden a Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus o Pseudomona aeruginosa (Mgller et al.,
2017). Por otra parte, en nuestra serie no detectamos la presencia de particu-

las viricas.

Figura 72. Estructuras bacterianas junto a células escamosas. (A) Un grupo de células
escamosas, elongadas y sin nlcleo, rodeadas de multiples estructuras bacterianas (flechas)
(x4.400); (B) Detalle de las bacterias situadas junto a una de las células escamosas (x88.000)
(Micrografias).

Mencionar también |la observacion correspondiente al paciente # P97, en el que
encontramos abundantes cuerpos lamelares -o imagenes tipo “cuerpos de ce-
bra’- intracelulares en toda la extensién de la muestra remitida (Figura 68). Se

trataba de un paciente confirmado de DCP, con mutacion en DNAHS y cuya

156



Discusion

biopsia ofrecio suficientes secciones ciliares para su estudio, con un resultado
de ausencia de los BED en el 100% de los cilios estudiados. Se revisé el histo-
rial médico y el paciente sélo presentaba sintomas respiratorios y el resto de
pruebas diagndsticas se encontraban dentro de la normalidad. El depdsito de
estas estructuras se ha descrito en la enfermedad de Fabry y por efecto de
farmacos como la hidroxicloroquina (Manabe et al., 2021), pero también induci-
do por otras muchas sustancias quimicas (Anderson y Borlak, 2006), que incluso
podrian ser administradas como escipientes a través de algun tratamiento topi-

co.

Todos estos hallazgos especificos -que pudimos interpretar en su mayoria- jun-
to con el estudio detallado de las células ciliadas resultaron de gran utilidad
para el reconocimiento e identificacion de los cambios ciliares secundarios.
Consideramos por tanto, que esta limitacion que presenta la MET podria redu-
cirse con el analisis adicional de las células ciliadas y de la biopsia en conjunto.
La Guia Consenso recoge en sus recomendaciones el registro de las alteracio-
nes celulares y signos de inflamacién o presencia de bacterias, pero sélo como

puntos complementarios del informe diagnadstico.

En la literatura existente, en general, no se mencionan los defectos de signifi-
cado desconocido que analizamos en el presente trabajo. Los dobletes de apa-
riencia oscura (Figura 45) no guardaban relacion aparente con ninguno de los
parametros diagndsticos, por lo que podria tratarse de algun tipo de artefacto
en el procesamiento de la muestra. Respecto a las zonas electrondensas sub-
membranosas (Figura 44) tampoco pudo establecerse ningun tipo de correla-
cion, aunque dado que se trataba de puntos localizados entre el axonema y la
membrana ciliar, que en ocasiones incluso deformaban la seccion ciliar, espe-
culamos que se trataba de la imagen indirecta o incompleta del complejo de
proteinas de IFT, que interviene en la formacién y mantenimiento de la estructu-
ra ciliar (Ishikawa y Marshall, 2017). El tercero de los defectos, en principio de
significado desconocido analizados en el presente trabajo se discutira en el

siguiente epigrafe discusivo.

157



Discusion

6.1.4 DCP con ultraestructura conservada. Rotura de simetria como

defecto axonemal y su contribucion en el diagndstico de la DCP.

Las variantes de DCP que presentan ultraestructura ciliar conservada constitu-
yen otra de las grandes limitaciones de la MET como técnica diagnostica de la
DCP. El 31,57% de nuestra cohorte de pacientes mostraron axonemas cilliares
aparentemente normales, siendo este dato similar a los sefialados en trabajos
previamente publicados (Werner et al., 2015; Kouis et al., 2017). Esta limitaciéon
se ve agravada ya que los ultimos genes causantes de DCP, descritos en los
ultimos anos, presentan defectos en el MET de caracter muy sutil. Tal es el ca-
so de LRRC56, GAS2L2, NEK10 o TP73 (OMIM.org). De esta forma y dado el
rapido avance de las técnicas de secuenciacion masiva, la proporcion de falsos

negativos mediante MET cabe suponer que podria aumentar.

En este contexto cabe sefalar la consecucion de algunos avances en la mi-
croscopia electrénica como técnica diagnostica de la DCP, que se ven plasma-
dos en técnicas como la electro-tomografia o la crio-electromicroscopia (Ishi-
kawa, 2015; Shoemark, 2017) que permiten el diagndstico en determinadas
variantes donde la MET convencional ofrece una imagen aparentemente con-
servada, como es el caso de los pacientes con mutacion en DNAH11
(Shoemark, 2018). Se trata, sin embargo, de técnicas de larga ejecucién que
requieren de automatizacion para poder ser aplicadas de forma masiva en el

diagndstico de rutina.

El estudio axonemal, a nivel ultraestructural, que se realiza de forma rutinaria
dentro del algoritmo diagndstico de la DCP podria verse optimizado con la de-
terminacion de la rotura de simetria, el tercero de los defectos de origen desco-
nocido analizados en el presente trabajo. Este analisis no requiere de técnicas
adicionales, ya que se incluye de forma paralela en el estudio diagndéstico de
los axonemas. Los resultados del analisis de asimetria axonemal en nuestra
cohorte de pacientes indican que se trata de un defecto presente en la totalidad

de pacientes DCP, sin distincion por patron de movilidad ciliar, defecto ultraes-
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tructural clasico, genotipo ni clinica compatible. El resultado mas relevante de
nuestro estudio reside en ese 31,57% de pacientes que presentan una ultraes-
tructura axonemal conservada segun los parametros diagnodsticos convenciona-
les pero que a su vez muestran rotura de simetria axonemal. De este modo, la
sensibilidad de la MET como método diagndstico de la DCP mediante el anali-

sis de la RS en nuestro trabajo se establece en un 100%.

En este sentido, y dado que no existe una prueba “patrén de oro”, el calculo de
la eficacia de las pruebas diagnédsticas disponibles para la DCP es aproximado.
Los estudios realizados a este respecto indican la necesidad de realizar varias

de estas pruebas para alcanzar un diagndéstico certero (tabla 24).

El contrapunto a la elevada sensibilidad obtenida en nuestro estudio de la asi-
metria axonemal viene dado por la reduccién de la especificidad a causa de un
grupo de pacientes no-DCP (todos ellos con una movilidad ciliar conservada)
que mostraron una RS en el rango de los pacientes DCP. Este grupo constituye
un 29,17% de resultados falsos positivos para la RS como test diagndstico. Asi
mismo, observamos que los pacientes de este grupo no-DCP que mostraron
los valores de RS mas elevados (entre un 42% y un 63% de RS) presentaban a
su vez un mayor ICC medio (tabla 14). Estos datos podrian indicar una correla-
cion entre la RS y el cuadro clinico de estos pacientes no-DCP con sintomato-
logia respiratoria. Este fendbmeno, sin embargo, no se observa en el conjunto
de pacientes DCP cuyo ICC no parece corresponderse con la proporcion de

rotura de simetria axonemal.

Seran necesarios mas estudios para validar este hallazgo, pero nuestros resul-
tados indican que la ausencia de asimetria axonemal podria ser de gran utili-
dad para excluir un diagnéstico de DCP. Los resultados obtenidos del estudio
que realizamos en base al hallazgo de la RS han dado lugar a la publicacion de
un articulo en la revista Diagnostics (Q2) bajo el titulo “Axonemal Symmetry
Break, a New Ultrastructural Diagnostic Tool for Primary Ciliary Dyskinesia?” y

que incluimos en el Anexo 2.
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Los trabajos publicados respecto a la ultraestructura axonemal no hacen refe-
rencia a la inclinacion de los dobletes periféricos que puede observarse en las
secciones ciliares de forma fisiolégica. La unica mencion sobre esta caracteris-
tica de los axonemas de los cilios moviles la encontramos en un estudio sobre
las diferentes geometrias que presentan los microtubulos ciliares del epitelio
ciliado en la traquea de vaca. En ese trabajo determinan que la geometria axo-
nemal se establece gradualmente, desde los 9 tripletes del cuerpo basal que
forman un angulo de 50° entre ellos, hasta los 9 dobletes del axonema ciliar
que forman un angulo de 27° (Greenan et al., 2020). Frente a esta unica refe-
rencia, realizamos mediciones de la inclinacion de los dobletes periféricos me-
diante el programa ImagedJ -herramienta de codigo abierto para el andlisis de
imagenes cientificas (Schneider et al., 2012)- en un estudio preliminar (no mos-
trado) en base a las imagenes obtenidas de las secciones ciliares de un grupo
de seis pacientes DCP y un grupo control de otros seis pacientes con sintoma-

tologia respiratoria (Figura 73).
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Figura 73. Interfaz de ImageJ para la medicién de angulos. Se realizé la medida del angulo
(en grados) formado por la posicidon de un doblete respecto al contiguo, en los 9 dobletes peri-
féricos, mediante el software Image J. En la imagen se aprecian las lineas amarillas entre dos
dobletes vecinos como puntos de referencia para realizar las medidas.
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Los resultados obtenidos (tabla 25) mostraron que los dobletes periféricos del
grupo control formaban un angulo medio de 25°, frente a los 30° de angulacién

de los pacientes DCP.

No-PCD | #p1 #p2 #P3 #P4 #P5 #P6 | Media global

Media 24.108 | 23.680| 25.787| 24.789| 25.032| 26.075

SD 4.621| 3.432| 4.364| 7.812| 5.827| 2.527

Min 15.459| 17.100| 19.196 [FuEEely)
Max 28.838 | 28.488| 30.437 [Eelfeiy

18.876 | 22.449

33.800 | 30.263

PCD #P7 | #P8 | #P9 | #P10 | #P11 | #P12 | Media global
Media 30.639| 31.299| 27.167| 30.427| 26.952] 33.292
SD 8.172| 5.801| 7.811| 5.078| 6.986| 6.955
Min 16.816 23.916 24.180| 18.938| 24.146
Max 45.188| 41.420| 38.225| 38.441| 35.929

Tabla 25. Resultados preliminares del estudio sobre la inclinacion de los dobletes perifé-
ricos. En la tabla se muestran, en grados de desviacidon de un doblete respecto del doblete
contiguo, los resultados de los 6 pacientes DCP (#P1-#P6) y del grupo control (#P7-#P12). Azul:
valor minimo; rojo: valor maximo, naranja: valor medio.

Esta mayor inclinacion de los dobletes periféricos es la que, en principio, nos

permite percibir visualmente la RS en un axonema ciliar.

Pueden proponerse varias hipétesis que expliquen el vinculo entre la asimetria
axonemal y la disfuncionalidad ciliar de estos pacientes, basadas en la altera-
cion estructural que podria conducir a una batida ciliar ineficaz. Esta anomalia
podria localizarse a nivel del cuerpo basal, en algunos componentes axonémi-
cos como los BED o el CRN-D, e incluso podria tratarse de otro defecto ciliar

adquirido como los ya descritos.

Durante la ultima etapa de la ciliogénesis el axonema ciliar elonga a partir del
cuerpo basal que ha migrado a la membrana apical de la célula ciliada, y este
cuerpo basal proporciona la plantilla a partir de la cual se construye la estructu-

ra axonemal del cilio (Hagiwara et al., 2004). Una alteracion a nivel del cuerpo
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basal proporcionaria una plantilla axonemal anormal y por tanto podria conducir

a un axonema asimétrico.

Por otro lado, y considerando que el axonema debe experimentar una distor-
sion considerable durante el ciclo de batida ciliar (Lindemann et al., 2007), la
inclinacion de los dobletes periféricos que observamos podria corresponderse
con alguna fase de la batida ciliar. Sin embargo, el CRN-D -complejo proteico
gue conecta los dobletes adyacentes- proporciona cierta resistencia al desliza-
miento de los microtibulos durante la flexién ciliar y mantiene la alineacién de
los dobletes periféricos (Bower et al., 2013). Ademas, los trabajos publicados
sobre algunos de los defectos genéticos que codifican el CRN-D, como aque-
llos que afectan a CCDC164, CCDC65 y GASS, describen el analisis ultraes-
tructural de los axonemas ciliares con dobletes periféricos mal alineados de
manera ocasional a lo largo de toda la muestra estudiada (Merveille et al., 2011;
Austin-Tse et al., 2013; Olbrich et al., 2015). Sin embargo, en las imagenes que

ofrecen estos trabajos no se ve representada la RS que aqui planteamos.

La primera apreciacion de la RS en nuestra cohorte de pacientes se realizd
sobre las secciones ciliares con defecto en los BED, principalmente en aquellas
con una ausencia total de los brazos de dineina, en las que se aprecia clara-
mente la inclinacién de los dobletes periféricos. Teniendo en cuenta que las
cadenas pesadas de un BED unido a un tubulo A parece conectarse a un pro-
tofilamento especifico consecutivo en el tubulo B vecino (Figura 74) (Bui et al.,
2009), resultaria adecuado proponer un nuevo defecto en los BED como cau-

sante de esta rotura de simetria axonemal.
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Figura 74. Modelo de interaccion del brazo externo de dineina de un tubulo A con el td-
bulo B adyacente. Se muestran dos dobletes adyacentes. Rojo, verde y azul: componentes de
las cadenas pesadas de un BED. (Tomado de Bui et al., 2009)

Una ultima explicacién para la ruptura de la simetria axonemal consistiria en un
cambio ultraestructural secundario a la enfermedad respiratoria crénica de es-
tos pacientes. La ciliogénesis alterada como consecuencia de infecciones recu-
rrentes puede provocar anomalias ciliares (cilios hinchados, cilios compuestos,
axonemas desorganizados, adicion o eliminacion de MT periféricos o pérdida
de uno o ambos MT del par central), pero estos cambios estan presentes en
menos de 5-10% de los cilios examinados y en un area localizada (Demarco et
al., 2013). Sin embargo, los resultados de nuestro estudio sobre RS muestran
que la caracteristica que identifica la asimetria axonemal no representa un de-
fecto ciliar secundario, sino que es un defecto distintivo presente en todos los
pacientes con DCP y de distribucion generalizada dentro de las muestras cilia-
res. Para establecer este nuevo defecto axonemal como una anormalidad pri-
maria, deberiamos alcanzar los criterios universales y permanentes descritos
por Mierau y cols, es decir, demostrar la presencia de la misma anormalidad en
cilios procedentes de al menos un sitio adicional y al menos de un punto adi-

cional en el tiempo (Mierau et al., 1992).

En resumen, la disposicion modificada de los dobletes periféricos detectada en
nuestro estudio aporta otro punto de vista sobre la patogénesis subyacente de

la DCP, y podria proporcionar un nuevo enfoque diagndstico de esta condicion.
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6.2 Estudios de correlacion

En los uUltimos afos diversos estudios se han planteado el objetivo de estable-
cer si existen correlaciones entre el fenotipo clinico, los hallazgos ultraestructu-
rales, los patrones de movilidad ciliar del paciente DCP y las mutaciones gené-
ticas (Kilinc et al., 2021; Blanchon et al., 2021; Pifferi et al. 2021). En general,
estos estudios concluyen que las variantes patogénicas en los genes causan-
tes de DCP estan relacionadas con defectos ultraestructurales especificos, al-
gunos de los cuales se asocian a su vez con determinados patrones aberrantes
de batida ciliar (Raidt et al, 2014). Sin embargo, el tipo de mutacién detectado
puede ser responsable de diferentes fenotipos y por tanto, para un mismo gen
podemos encontrar diferentes patrones de batida ciliar y de ultraestructura
axonemal (Blanchon et al., 2020). Los estudios de correlacion que hemos lle-
vado a cabo en nuestra cohorte de pacientes mostraron, en consonancia con
los trabajos publicados, por un lado la existencia de varias asociaciones geno-
tipo-fenotipo ciliar, si bien otras asociaciones aun deben ser bien definidas, y

que a continuacion pasamos a detallar.
6.2.1 Relaciones genotipo-fenotipo ciliar

De entre todos los subtipos de DCP, las Unicas correlaciones ampliamente
descritas pueden observarse en los pacientes que presentan desorganizacion
de los MT y ausencia de los BID, defecto ultraestructural frecuentemente aso-
ciado a la mutacién en CCDC39 o CCDC40 (Antony et al., 2013; Merveille et al.,
2011). En nuestra cohorte encontramos dos pacientes con mutacién en
CCDC39 (#P53 y #P100), ambos con cilios de predominio inmoévil y con cierto
movimiento residual, tal y como viene reflejado en la literatura (Raidt et al.,
2014; Blanchon et al., 2020). Cabe destacar que #P53 se trataba de una mujer,
y en su historial indicé que, dadas sus dificultades para concebir un hijo, se en-
contraba en tratamiento en la Unidad de Reproduccion del mismo hospital don-
de realizamos el presente estudio. Cabria pensar que estos problemas de ferti-

lidad podrian deberse a la mutacion que porta la paciente en ese gen en con-
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creto, ya que aunque el estudio de los axonemas ciliares en el epitelio tubarico
esta poco estudiado se sabe que la proteina CCDC39 se expresa asi mismo en
dicho epitelio (Raidt et al., 2015), y que los pacientes que portan mutacién en
CCDC39 o CCDC40 presentan mayor probabilidad de ser infértiles (Vanaken et
al., 2017). El otro paciente con esa mutacion, #P100, no se conocian datos so-
bre su posible capacidad de fertilidad, dado que se trataba de un adolescente,

con 14 anos en el momento del estudio.

Otro importante grupo de proteinas cuya mutacion proporciona defectos ciliares
visibles a nivel ultraestructural corresponden con genes que codifican proteinas
involucradas en el ensamblaje y estructura de los brazos de dineina (tabla 3).
En nuestra serie de casos, la totalidad de pacientes con mutacion en DNAH5
presentaron ausencia total o parcial de los BED tal y como se describe en la
literatura (Olbrich et al., 2002), aunque en algunos trabajos se describe la au-
sencia combinada de brazos externos e internos en individuos con esta misma
mutacion (Boaretto et al., 2016; Guo et al., 2020). La proteina DNAH5 forma
parte de las cadenas pesadas que contienen el dominio motor de los brazos de
dineina (Osinka et al. 2019), por lo que los defectos en su estructura causan
graves alteraciones en la movilidad ciliar. A este respecto, en este grupo pudi-
mos observar pacientes con cilios inméviles, pero también con movimiento re-
sidual e incluso dos de ellos con movimiento discinético: uno rotatorio (#P47) y
otro incoordinado (#P74). Estos resultados remarcan que la naturaleza exacta
de la mutacion en un gen dado puede tener un efecto distintivo en el ciclo de
batida ciliar (Raidt et al., 2014).

Por ultimo resefar que del total de pacientes testados genéticamente en nues-
tro estudio un 30,43% (7/23) presentaba mutacion en DNAH5, dato concordan-
te con los estudios publicados que constatan la mutacion en este gen como la
principal causa de DCP de forma general (Lucas et al., 2020), con una preva-
lencia estimada de un 30-38% en la poblacion DCP (Barbato et al., 2009; Leigh
et al., 2009).
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Por otra parte, el gen DYX1C1 o DNAAF4 se ha relacionado con la funcion de
pre-ensamblaje de las dineinas en el citoplasma de las células epiteliales respi-
ratorias, y su mutacion produce un fallo en el ensamblaje de las subunidades
de dineina que se refleja a nivel ultraestructural con una ausencia tanto de los
brazos internos como de los externos (Tarkar et al., 2013). En nuestra serie
encontramos que el paciente #P32 portaba una variante patogénica en
DYX1C1, y aunque su estudio de movilidad ciliar mostro cilios totalmente inmo-
viles, sus axonemas ciliares no presentaban una ausencia combinada de bra-
zos internos y externos como cabria esperar. Su estudio ultraestructural reveld
un defecto parcial de los BED, observandose brazos externos cortos con pre-
sencia de los BID (Figura 75.A). En este caso, cabria la posibilidad que el tipo
de mutacion detectado en este caso permita el ensamblaje parcial de los bra-
zos de dineina y por esa razon ultraestructuralmente pudieron observarse acor-

tados los brazos externos y también los internos.

Dentro de este grupo de proteinas involucradas en el ensamblaje de las dinei-
nas axonemales, nos encontramos ademas con el caso de dos hermanos por
parte de madre (#P4 y #P20) que portaban mutacién en el mismo gen, el
DNAAF1 o LRRC50, y que de igual forma que en el caso anterior, deberian
presentar a nivel ultraestructural defecto en ambos brazos de dineina (Loges et
al., 2009). Por una parte observamos en el #P4, con ausencia de ambos brazos
de dineina en una gran proporcién de sus secciones ciliares (Figura 75.B). Su
analisis de movilidad ciliar mostr6 ademas que sus cilios eran totalmente inmé-
viles, de forma coherente al defecto ultraestructural que presentaba (Chilvers et
al., 2003). Su hermana por parte de madre (#P20) sin embargo, y aunque su
analisis de movilidad ciliar mostro un predominio de cilios inmdviles con algu-
nos cilios de movimiento vibratil, presentd sus axonemas ciliares dentro de la
normalidad, pudiendo observarse ambos brazos de dineina en la practica tota-
lidad de sus secciones ciliares estudiadas (Figura 75.C). En #P20 se detect6 la
mutacion en heterocigosis, es decir, que so6lo portaba una copia del gen muta-

do por parte de la madre.
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De esta forma, podria tratarse de un efecto de la mutacion més sutil a nivel ul-
traestructural como una posible explicacion de esta diferencia fenotipica entre

hermanos.

Figura 75. Secciones ciliares de tres pacientes con mutacién en genes de factores de
ensamblaje citopldsmatico de dineina axonemal. (A) Paciente #P32, con mutacion en
DNAAF4, brazos externos de dineina cortos; (B) Paciente #P4, con mutacion en DNAAF1.
Puede observarse la ausencia de ambos brazos de dineina; (C) Paciente #P20, con mutacion
en DNAAF1. El paciente presentaba tanto los brazos internos como los externos (Micrografias,
x350.000).

En el caso del paciente #P55, en su analisis genético se identificaron 2 cam-
bios considerados como patologicos en 2 genes distintos, concretamente en
DNAH9 y HYDIN. Tal y como se describe en la literatura, la proteina DNAH9 se
localiza en los BED de la region distal del cilio, por lo que el que se detecte o
no depende de la localizacién de las secciones ciliares estudiadas (Fassad et
al., 2018). De esta forma, el estudio ultraestructural de este paciente mostré

una ausencia de BED en tan sélo un 16% del total de sus secciones ciliares,
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sin otro cambio axonemal perceptible ya que con la mutacion en HYDIN el ana-
lisis ultraestructural ofrece axonemas normales (Olbrich et al., 2012). Sin em-
bargo, ambos genes vienen descritos en la literatura como causantes de cam-
bios sutiles en el patron de batida ciliar, lo cual no concuerda con el predominio
claro de inmovilidad observado en el andlisis de movilidad ciliar de esta pacien-
te. El efecto sinérgico de ambas mutaciones podria explicar este fenotipo ciliar

particular.

Tras el grupo de proteinas implicadas en la estructura y ensamblaje de los bra-
zos de dineina, el grupo genes que codifican las proteinas que componen los
brazos radiales mostraron variantes en el 21,73% (5/23) de nuestra cohorte,
en concreto RSPHL1. La prevalencia de este defecto genético entre la poblacién
DCP no estéa bien establecida como ocurre con DNAH5. Sin embargo, resulta
llamativa la elevada prevalencia en nuestra cohorte, ya que en diversos estu-
dios realizados en distintos paises, la mutacién en RSPH1 no pudo ser detec-
tada. Tal es el caso de un estudio realizado en Reino Unido sobre 69 pacientes
(Irving et al., 2018), en Alemania sobre 66 pacientes (Raidt et al., 2014) o uno
en Estados Unidos sobre 205 pacientes (Leigh et al., 2016), en los cuales se
detectaron variantes patolégicas principalmente en DNAH5, seguido de
CCDC39 y DNAH11 de manera general, pero no en RSPH1. Las mutaciones
en RSPH4A, otro gen que codifica componentes de los brazos radiales, si que
son detectadas en algunos de estos estudios, considerandose mutacion funda-
dora en Puerto Rico -es decir que se detecta con una frecuencia elevada en
una poblacion especifica y que desciende de uno o mas antepasados portado-
res del gen alterado- (Daniels et al., 2013), e incluso se sefiala como causa del

2-3% de los casos de DCP en Europa del este (Zietkiewicz et al., 2012).

El defecto ultraestructural detectado en pacientes con una variante patogénica
en RSPH1 se caracteriza por una proporcion de secciones ciliares normales
junto a secciones ciliares (normalmente mas de un 20% del total) con uno o
ambos MT centrales ausentes —patron 9+1 o 9+0-; ocasionalmente puede ob-
servarse doble par central —patron 9+4- o translocacion de un doblete periférico
al centro del axonema —patron 8+1-, junto con cierta desorganizacion MT (Kott
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et al, 2013). Esta reducida proporcion de secciones ciliares afectadas conlleva
gque este defecto sea clasificado en muchas ocasiones como un subtipo de
DCP con axonemas conservados (Brennan et al., 2021). En nuestra serie de
casos con variante patogénica en RSPH1 pudo completarse el estudio ultraes-
tructural en 4 individuos, detectando un defecto del complejo central en #P14 y
#P6, mientras que otros dos pacientes -#P91 y #P92- mostraron ultraestructura
axonemal conservada. Cabe destacar que en este grupo de pacientes con de-
fecto en RSPH1 ninguno de ellos presentaba defectos de lateralidad, lo cual
esta en linea con el reconocimiento de que los cilios del nodo embrionario "9 +
0" no contienen brazos radiales ni complejo central y por tanto no se ven afec-

tados por esta clase de defectos genéticos (Satir y Christensen, 2007).

En referencia a la movilidad ciliar de este grupo de pacientes, y aunque en la
bibliografia viene recogido el movimiento circular o vorticilar como defecto dis-
tintivo de la anomalia en los brazos radiales de la DCP (Chilvers et al., 2003),
los datos de varios trabajos indican que dicho movimiento no tiene por qué ob-
servarse necesariamente en este subtipo de DCP (Raidt et al., 2014; Blanchon
et al., 2020). Esta fue la observacion que pudimos realizar en este grupo de
pacientes, en el que todos presentaron cilios discinéticos, principalmente rigi-

dos, pero no mostraron movimiento rotatorio.

En el grupo de pacientes con ultraestructura axonemal conservada encontra-
mos, entre otros, dos pacientes con mutacion en DNAH11, y otros tres en cuyo
estudio genético no se detectd variante patogénica en ninguno de los genes
DCP testados. Por un lado, el defecto en DNAH11 se utiliza frecuentemente
como ejemplo de ese 30% de casos de DCP que presentan ultraestructura
aparentemente normal, ya que se manifiesta con una sutil pérdida del volumen
de los BED en la region proximal del cilio (Schwabe et al., 2008). En estos dos
pacientes, ese cambio fue efectivamente imperceptible mediante el estudio de
sus secciones ciliares y por tanto se determindé que presentaban axonemas

normales.

Por otro lado, los tres pacientes DCP sin defecto genético conocido y ultraes-

tructura conservada representan un conjunto de pacientes DCP cuyo diagnosti-
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co supone un verdadero reto. Los tres presentaban en efecto cilios discinéticos
y caracteristicas clinicas compatibles, sin embargo la confirmacion del diagnés-
tico requiere de la deteccidon de un defecto genético patogénico en un gen DCP
y/o de la presencia de un defecto axonemal distintivo (Lucas et al., 2017; Sha-
piro et al., 2018). Los avances en el campo de la biologia molecular, y concre-
tamente las técnicas de secuenciacion masiva, es posible que puedan en un
futuro proximo arrojar luz sobre la causa de la disfuncion de los cilios méviles
en este tipo de pacientes. Igualmente es muy probable que la descripcion pro-
xima de nuevos genes implicados en la DCP obligue a una nueva caracteriza-
cién diagndstica de estos pacientes, siendo entonces necesariamente obligado
el redefinir los defectos de movilidad y ultraestructura ciliar para establecer

nuevos parametros diagnosticos.

6.2.2 Relaciones genotipo-fenotipo ciliar-fenotipo clinico

En general, el fenotipo clinico observado en nuestra cohorte se corresponde
con los datos previamente publicados, es decir, sintomas crénicos y persisten-
tes del tracto respiratorio superior e inferior, DRN y defectos de lateralidad en-

tre otros (Knowles et al., 2016).

Respecto al DRN, se establece que entre un 75 y un 85% de los pacientes pe-
diatricos con DCP han presentado dificultad respiratoria neonatal no filiada
(Noone et al., 2004). Se considera un sintoma sugestivo de DCP, pero en su
aparicién intervienen otros factores y no esta claro si la movilidad ciliar afecta
directamente o0 es un mecanismo adicional para la eliminacion de liquido pul-
monar fetal (Ferkol y Leigh, 2006). En nuestra cohorte, un 39,21% de los pa-
cientes presentaron distrés neonatal, un dato similar al 36,5% del estudio del
grupo de Marthin realizado sobre 74 adultos y nifios (Marthin et al., 2010) o
mas cercano al 57% observado por el grupo de Hosie sobre 84 nifios (Hosie et
al., 2015). Pocos estudios correlacionan este sintoma en particular con el feno-
tipo ciliar, pero los datos publicados sefialan principalmente a los defectos a

nivel de los brazos de dineina (Davis et al., 2019; Emiralioglu et al., 2019), y por
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tanto un predominio de cilios inmdviles. Este fue precisamente el fenotipo ciliar

observado en nuestra cohorte.

Las bronquiectasias son el resultado final de la infeccion bronquial cronica que
padecen los pacientes DCP, estan relacionadas con la edad y no son una pato-
logia per se del sindrome (Suérez-Cuartin et al., 2016). La asociacion entre la
presencia de bronquiectasias por el aclaramiento mucociliar ineficaz y un de-
fecto ultraestructural especifico no esta bien establecida. Sin embargo en los
estudios sobre DCP donde se incluyen las bronquiectasias como variable de
correlacion encontramos en general cierta asociacion entre los pacientes con
defecto en los brazos de dineina y un predominio de inmovilidad ciliar y la pre-
sencia de bronquiectasias (Emiralioglu et al., 2020; Guo et al., 2020). En nues-
tra cohorte la mitad de los pacientes con bronquiectasias presentaba defecto
en los BED, mientras que un 33% presentaba ultraestructura conservada, mos-
trando en conjunto cierta movilidad ciliar con tan s6lo un caso de inmovilidad
ciliar total. Estos resultados obtenidos en nuestra poblacion no pueden ser in-
terpretados de forma concluyente dado el reducido nimero de pacientes DCP

con bronquiectasias y todas sus pruebas diagndésticas completadas.

El estudio de correlacion que realizamos sobre los defectos de lateralidad tam-
poco fue concluyente. En este caso este analisis solo se pudo efectuar en 8 de
los pacientes que tenian todos los test completados. La ausencia de los BED
fue el defecto de mayor prevalencia en este grupo, con patrones de movilidad
variados. De manera similar al distrés respiratorio neonatal, los defectos de
lateralidad no pueden ser atribuidos Unicamente a un movimiento ciliar defec-
tuoso -en este caso, de los cilios del nodo embrionario- ya que, ademas del
flujo nodal que genera el movimiento de estos cilios, intervienen otros muchos
factores en el posicionamiento de los 6rganos durante el desarrollo embrionario
(Pennekamk et al., 2015).

Por ultimo, el resultado del estudio de correlacion realizado en base al tipo de
defecto ultraestructural no fue estadisticamente significativo, indicandonos en
términos globales que aquellos pacientes con un defecto clase 1 segun los cri-

terios de la Guia Consenso portaban variantes patogénicas en DNAH5 y mos-

171



Discusion

traban cilios inmoviles; aquellos con defecto clase 2, portaban variantes pato-
génicas en RSPH1 y mostraban cilios discinéticos, y en aquellos con ultraes-
tructura conservada no se detecto variante genética en ninguno de los genes
DCP testados y mostraron cilios discinéticos. Estos datos son coherentes con
todo lo expuesto previamente en esta Discusion. Sin embargo, y de igual forma
gue el resto de asociaciones analizadas en este trabajo, los datos deben inter-
pretarse con cautela dado el reducido nimero de pacientes, siendo necesarios
estudios de cohortes de mayor tamafio muestral para poder alcanzar conclu-

siones al respecto.
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Conclusiones

El estudio ultraestructural de las secciones ciliares de pacientes DCP
ha permitido observar los defectos axonemales descritos para esta
entidad, asi como la identificacion de un defecto axonemal no
descrito previamente en la literatura, consolidando el papel de la

MET como herramienta diagndstica para la DCP.

El defecto en los brazos de dineina fue la alteracion axonemal mas
prevalente en el estudio ultraestructural de las biopsias ciliares en
pacientes DCP, y la alteracion genética predominante fueron las

variantes patogénicas en el gen DNAHS.

El analisis ultraestructural completo de la biopsia nasal posibilita el
reconocimiento e identificacion de cambios ciliares secundarios,
fundamentalmente en base a los fendmenos de ciliogénesis
aberrantes. Este aspecto es de notable interés por cuanto que limita
los errores en el estudio de las secciones ciliares para el diagndstico
de la DCP.

Las alteraciones mutacionales encontradas en nuestra cohorte de
pacientes DCP afectaban de manera global a proteinas estructurales
de los brazos de dineina y los brazos radiales, mostrando cilios

inmoviles y discinéticos respectivamente.

Algunos grupos de pacientes con variantes patogénicas en un mismo
gen mostraron a su vez diversos patrones de batida ciliar y de
ultraestructura axonemal. Estas diferencias posiblemente podrian
atribuirse a la naturaleza exacta de la mutacién existente y al efecto

patogenético de la misma.
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6.

El distrés respiratorio neonatal y los defectos de lateralidad
prevalecieron en los pacientes que mostraban anomalias en los
brazos de dineina y predominio de inmovilidad ciliar. En presencia de
bronquiectasias los pacientes mostraron ademas ultraestructura

axonemal conservada y cierta movilidad ciliar.

Nuestro estudio de correlacion entre el fenotipo ciliar y clinico y el
genotipo en pacientes DCP sugiere que existe una proporcion de
individuos con ultraestructura conservada y cilios discinéticos que
carecen de causa genética conocida. Este grupo de pacientes

constituye un gran reto en el proceso diagndstico de la DCP.

En base a los resultados obtenidos en nuestro estudio hemos
propuesto que la rotura de simetria axonemal sea introducido como
un nuevo defecto ultraestructural a considerar en el diagndstico de la
DCP. Consideramos que este nuevo parametro puede ser una
herramienta de gran utilidad en la aproximacion diagnostica

electrono-microscopica de la DCP.

No obstante, consideramos que la validez de esta nueva aportacion
debe ratificarse con grupos muestrales de gran tamafo y a ser
posible por distintos grupos o centros de estudio de la comunidad
cientifica. De cualquier modo, entendemos que el analisis de la rotura
de la simetria axonemal, ademas de proporcionar un nuevo enfoque
diagndstico de la DCP, posibilita la apertura de nuevas vias de
estudio en correlacién a los datos moleculares para mejor conocer la

patogénesis subyacente en la DCP.
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Abstract: Diagnosis testing for primary ciliary dyskinesia (PCD) requires a combination of
investigations that includes study of ciliary beat pattern by high-speed video-microscopy, genetic
testing and assessment of the ciliary ultrastructure by transmission electron microscopy (TEM).
Historically, TEM was considered to be the “gold standard” for the diagnosis of PCD. However,
with the advances in molecular genetic techniques, an increasing number of PCD variants show
normal ultrastructure and cannot be diagnosed by TEM. During ultrastructural assessment of
ciliary biopsies of patients with suspicion of PCD, we observed an axonemal defect not previously
described that affects peripheral doublets tilting. To further characterize this defect of unknown
significance, we studied the ciliary axonemes by TEM from both PCD-confirmed patients and
patients with other sino-pulmonary diseases. We detected peripheral doublets tilting in all the PCD
patients, without any significant difference in the distribution of ciliary beat pattern or mutated
gene. This defect was also present in those patients with normal ultrastructure PCD subtypes. We
believe that the performance of axonemal asymmetry analysis would be helpful to enhance
diagnosis of PCD.

Keywords: primary ciliary dyskinesia; diagnosis; ciliary axoneme; transmission electron microscopy

1. Introduction

Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a rare genetic disease of motile cilia with an
estimated prevalence of 1 per 20,000-40,000 births (ORPHA244). It is associated with
abnormal ciliary function and/or structure, resulting in a defective mucociliary clearance
[1]. PCD is characterized by chronic upper and lower respiratory tract disease with daily
wet cough and rhinorrhea, chronic rhinosinusitis, chronic otitis media and development
of bronchiectasis, fertility problems secondary to sperm immotility or impaired ciliary
function in the oviduct, and organ laterality defects [2,3].

A precise diagnosis of PCD may be challenging because motile cilia are highly
complex structures composed of approximately 250 proteins. A mutational change in any
of these proteins leads to different clinical and ciliary phenotypes [4]. Currently, the
diagnosis of PCD is based on the presence of a typical clinical phenotype and a
combination of technically demanding investigations, including high-speed video-
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microscopy analysis (HVMA), genetic testing and assessment of the ciliary ultrastructure
by transmission electron microscopy (TEM) [5,6].

Since the first ultrastructural description was published in 1976 by Bjorn Afzelius [7],
the ciliary ultrastructural analysis by transmission electron microscopy has played a key
role in the PCD diagnostic workflow. However, approximately 30% of PCD cases display
apparently normal ciliary ultrastructure [8-10].

Concurrently, developments in genomics and molecular medicine are rapidly
increasing gene discovery, and nearly 40 genes have been reported to cause PCD [11].
Therefore, a new diagnostic characterization of these patients, including motility and
ultrastructural typification, will be necessary.

During the ultrastructural diagnostic evaluation of nasal biopsies of patients
suspected of PCD, we observed an axonemal defect not previously described. This defect
affected the peripheral doublets orientation of PCD patients, and we believe it could be a
new useful tool in ultrastructural diagnosis. We have termed it “axonemal asymmetry”.
We proceeded to formally study this defect to test the hypothesis that its presence was
predictive of the PCD diagnosis. To determine if axonemal asymmetry was specific to
PCD patients, we also studied nasal biopsies from patients with a clinical suspicion for
PCD but excluded from the diagnosis, patients with cystic fibrosis, immunodeficiency or
idiopathic bronchiectasis.

2. Materials and Methods
2.1. Ethical Aspects

This was a retrospective, observational, single-center study. A total of 20 patients
with a confirmed PCD diagnostic and a control group of 20 patients with a chronic
respiratory disease were included in this study. We reviewed the clinical characteristics
and diagnostic tests of all the participants.

This study was performed in the Pathology Department of La Fe Polytechnic and
University Hospital of Valencia, Spain. Patient recruitment was carried out in the
Otorhinolaryngology Department of the same center.

Written informed consent was obtained from all participants or their legal guardians.
This study was approved by the Ethics Local Committee of La Fe Hospital (protocol 2021-
278-1, 12 May 2021).

2.2. Preparation of Nasal Brushings for Analysis by Transmission Electron Microscopy

Samples of nasal curettage were fixed in 2.5% phosphate-buffered glutaraldehyde
pH 7.3 for 1 day at 4 °C, washed later twice in the same buffer. The specimens were
postfixed in buffered 1% osmium tetroxide for 2 h, washed, dehydrated through a graded
series of acetone, cleared in propylene-oxide and embedded in EMbed 812 resin (EMS,
Harrisburg, PA, USA)). Semithin sections 200 nm thick, cut with glass knives on a Leica
Ultramicrotome EM UC6 and stained with 0.1% toluidine blue, were examined with the
light microscope in order to make an overall assessment of the presence of ciliary
structures. Ultrathin sections (70 nm thickness) from selected blocks were cut with a
diamond knife (DiATOME, Nidau, Switzerland) using the same ultramicrotome,
retrieved onto copper grids, double-stained with uranyl acetate and lead citrate and
examined at 80 kV with a Hitachi HT7700 transmission electron microscope (Hitachi,

Japan).

2.3. Diagnostic Assessment of the Ciliary Axonemes

At least 50 cross-sections of cilia from each patient were evaluated to establish the
presence of ultrastructural abnormalities. A detailed ultrastructural analysis was
undertaken, and all the diagnostic abnormalities were recorded. Results were expressed
as a percentage of abnormal axonemes among the total number of analyzed cross-sections.
The axonemal defects were classified as a Class 1 defect (hallmark diagnostic defect) or
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Class 2 defect (indicating a PCD diagnosis with other supporting evidence) in agreement
with the BEAT PCD Criteria [12]. For the asymmetry assessment, a preserved axonemal
structure is required; hence, patients with microtubular disorganization defects were
excluded (Table 1).

Table 1. Summary of Class 1 and Class 2 defects for the ultrastructural diagnosis of PCD (Modified
BEAT PCD Ceriteria).

Class 1 Defects ! Class 2 Defects !

Outer dynein arm defect (>50% cross sections) Outer dynein arm absence from 25-50% cross sections

Outer and inner dynein arm defect (>50% cross sections)

Combined inner and outer dynein arm absence from
25-50% cross section

Central complex defect

! Microtubular disorganization defects are excluded.

2.4. Axonemal Asymmetry Assessment

We define the axonemal circumference —or oval —as the line joining the center of all
the A-tubules (Figure 1b). In ciliary sections with preserved axonemal structure, the
doublets are aligned with their axonemal circumference, and few of them show a slight
inclination. These ciliary sections show axonemal symmetry.

ODA

(a) (b)

Figure 1. Axonemal symmetry. (a) Each microtubule doublet of the ciliary axoneme contains an
incomplete B-tubule and a complete A-tubule, with the outer (ODA) and inner (IDA) motor protein
dynein arms. (b) Ciliary section of (a) with preserved axonemal symmetry: both microtubules of
each peripheral doublets are aligned with the axonemal circumference (yellow line), and just one
doublet is tilted (green arrowhead) (Original magnification x530,000).

In this study, and through a repeated observation method of ciliary sections of non-
PCD patients, the axonemal symmetry break was established in those ciliary sections with
more than 3 rotated peripheral doublets. To identify this misalignment, the B-tubule
should be outside the axonemal circumference (Figure 2).

To assess this symmetry break as an axonemal ultrastructural defect in PCD patients,
we retrospectively studied the ciliary biopsies of the PCD patients and the control group
of patients excluded from the diagnosis. Axonemal asymmetry (AA) results were
expressed as a percentage of axonemes with symmetry breaks among the total number of
analyzed cross-sections.
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(a) (b)

Figure 2. Axonemal symmetry break: (a) rotating doublets of ciliary section without apparent
axonemal defects; (b) rotating doublets of ciliary section with absence of ODAs. B-tubules (green
arrowheads) are outside the axonemal circumference (red line) (micrographs, original magnification
x530,000).

2.5. Statistical Analysis

The data were summarized using the mean (SD) and median (1st and 3rd quartiles)
in the case of numerical variables and using the absolute frequency (%) in the case of
qualitative variables.

3. Results
3.1. Symmetry Break Analysis

The axonemal asymmetry in PCD patients ranged from 38 to 68% (Table 2).
Symmetry breaking was more evident in those ciliary sections with the absence of outer
dynein arms (Figure 3b,c), although it was also observed in normal-appearing
ultrastructure sections (Figure 3f).

Table 2. Summary of diagnostic tests and CCI of PCD patients according to axonemal asymmetry.

ID CCI (%) Genetic Defect HSVA TEM Defect AA (%)
23 40 Not identified Dyskinetic No 38
62 60 DNAH9 Dyskinetic C1 38
74 90 DNAH5 Dyskinetic c1 40
83 50 DNAH5 Immotile c1 40
27 40 DNAH5 Immotile c1 42
44 60 TTC25 Immotile C1 42
47 70 DNAHS5 Immotile C1 44
55 50 DNAH9 Immotile No 44
4 40 DNAAF1 Immotile c1 46
51 60 Not identified Dyskinetic No 46
14 60 RSPH1 Dyskinetic c2 48
32 70 DYX1C1 Immotile C1 48
80 60 Not identified Dyskinetic No 48
91 60 RSPH1 Dyskinetic No 48
6 50 RSPH1 Normal 2 50
81 70 DNAHI11 Immotile No 50
22 40 DNAH5 Immotile c1 56
16 30 Not identified Immotile C1 58
92 60 RSPH1 Dyskinetic No 66
21 60 DNAHS5 Immotile C1 68

Definition of abbreviations: ID = participant identification; CCI = compatible clinical index; HSVA
= high-speed video-microscopy analysis; TEM = transmission electron microscopy; C1 = Class 1
defect; C2 = Class 2 defect; AA = axonemal asymmetry.
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Hence, all the PCD patients in our study showed an AA beyond 38%, regardless of
the mutated gene, CCl, ciliary motility or TEM results. We also observed this symmetry
break in the ciliary axonemes of the patients with normal ultrastructure (7/20; 35%), even
in those with a mutation in DNAH11 (patient 81) or RSPH1 (patients 91 and 92), two
specific forms of PCD with apparently normal ultrastructure. All the patients showed
ultrastructural defects, in diagnostic and non-diagnostic proportions (Table S1), with the
exception of patients 91 and 92, in which the AA was the only detected ultrastructural
defect.

(e) (f)

Figure 3. Electron micrographs of transverse sections of cilia with axonemal symmetry break. Inset:
ciliary sections with marked axonemal circumference (red line) and tilted doublets (green
arrowhead).(a) Normal cilium showing conserved ultrastructure and axonemal symmetry; (b—f)
ciliary axonemes with more than 3 tilted peripheral doublets: (b) partial absence of outer dynein
arms (short arms); (c) absence of inner and outer dynein arms; (d) complete absence of outer dynein
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arms; (e) central complex defect: absence of central pair; (f) ciliary axoneme with normal
ultrastructure and axonemal asymmetry. (Micrographs, original magnification x530,000).

The data obtained from the control group (Table 3) revealed a minimal axonemal
asymmetry proportion of 2%, with a maximal value of 63% in participant 59. Their

demographic and clinical characteristics are summarized in Table S2.

Table 3. Summary of diagnostic tests and CCI of control group according to axonemal asymmetry.

ID CCI(%) Genetic Defect HSVA TEM Defect AA (%)
78 30 * N No 2
66 40 * N No 8
2 20 * N No 10
69 50 * N No 12
73 30 * N No 12
43 20 * N No 14
68 50 Not identified N No 14
70 40 * N No 14
99 30 * N No 14
28 30 * N No 18
36 20 * N No 18
67 40 * N No 18
85 40 * N No 18
86 40 * N No 18
58 40 VUS RSPH4 N No 22
34 20 * N No 24
40 40 * N No 34
98 30 * N No 36
25 40 * N No 44
59 60 VUS CCDC103 N No 63

Definition of abbreviations: ID = articipant identification; CCI = compatible clinical index; VUS =
variant of unknown significance; * = not tested; HSVA = high-speed video-microscopy analysis;
TEM = transmission electron microscopy; AA = axonemal asymmetry.

Participants 25 and 59 showed A A values within the range observed in PCD patients.
Moreover, their detailed ultrastructural analysis revealed non-diagnostic ODA defect
rates (16% and 22%, respectively), and higher ODA defect values for the control group

(Table S3).

3.2. Statistical analysis

The genetic, HSVA and TEM information of PCD patients are summarized in Table
54, and their demographic and clinical characteristics in Table S5.

Our data did not show any significant difference in the distribution of ciliary
phenotypes and axonemal asymmetry (Tables 4 and 5).

Table 4. Distribution of ultrastructural defects with demographic characteristics, ICC, HSVA and
axonemal asymmetry.

Class 1 Defect Class 2 Defect No Defect

n=19) (n=5) (n=11)
Age 18.53 (15.9) 22 (21.25) 30.18 (23.17)
Median 15 (8.5, 20) 13 (6, 33) 25 (8.5, 50.5)

Sex
Female 9 (47.37%) 2 (40%) 7 (63.64%)
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Male 10 (52.63%) 3 (60%) 4 (36.36%)
CClI 57.37 (15.93) 56 (15.17) 50 (16.12)
Median 60 (45, 70) 50 (50, 60) 50 (45, 60)
HSVA
Dyskinetic 5 (26.32%) 2 (50%) 6 (54.55%)
Immotile 13 (68.42%) 1 (25%) 5 (45.45%)
Normal 1(5.26%) 1 (25%) 0 (0%)
AA 48.27 (9.16) 495 (6.61) 50.29 (9.48)
Median 46 (42, 52) 49 (46.5, 52) 48 (47, 54)

Mean (SD)/n (%). Median (1st, 3rd Q.). Definition of abbreviations: CCI = compatible clinical
index; HSVA = high-speed video-microscopy analysis; AA = axonemal asymmetry.

Table 5. Distribution of HSVA with demographic characteristics, ICC, ultrastructural defects and
axonemal asymmetry.

Dyskinetic Immotile Normal
(n=13) (n=19) (n=2)
Age 29.23 (23.34) 16.53 (13.55) 23 (24.04)
Median 20 (10, 54) 14 (6, 20) 23 (14.5, 31.5)
Sex
Female 5 (38.46%) 12 (63.16%) 1 (50%)
Male 8 (61.54%) 7 (36.84%) 1 (50%)
CCI 55.38 (21.06) 54.74 (13.07) 50 (0)
Median 60 (40, 60) 50 (45, 70) 50 (50, 50)
TEM defect
Class 1 5 (38.46%) 13 (68.42%) 1 (50%)
Class 2 2 (15.38%) 1 (5.26%) 1 (50%)
No defect 6 (46.15%) 5 (26.32%) 0 (0%)
AA 48.55 (10.12) 49.5 (8.7) 49 (1.41)

Mean (SD)/n (%). Median (1st, 3rd Q.). Definition of abbreviations: CCI = compatible clinical
index; TEM = transmission electron microscopy; AA = axonemal asymmetry.

4. Discussion

This study first reports the observation that axonemal asymmetry is mainly observed
in axonemes from patients with PCD and is seen across different PCD phenotypes and
genotypes.

Virtually all the PCD patients in our cohort showed impairment of ciliary beat
pattern, and all of them showed axonemal symmetry break. In contrast, the control group
patients, with a conserved axonemal symmetry, had normal ciliary motility. The
exception to this statement was two patients in the control group with raised axonemal
asymmetry and moderate absence of outer dynein arms.

We propose several hypotheses for the link between axonemal asymmetry and
dysfunctional cilia. It could be pointed to the following subjects: the basal body
architecture, some axonemal components, as ODA or nexin link dynein regulator complex
proteins (N-DRC) or acquired ciliary defects. Basal bodies give rise to cilia in the last stage
of the ciliogenesis process. They provide a ninefold symmetric template on which the
ninefold symmetry axonemal structure of the cilium can be built. They are modified
centrioles, composed of nine triplet microtubule “blades” arranged in a barrel shape [13].
Nine peripheral doublet microtubules of the ciliary axoneme elongate from A- and B-
tubules of the triplet microtubules of the basal body [14], and at the proximal cilium
region, peripheral doublets have the characteristic angled-out appearance of basal body
triplets. This geometry changes through the axoneme, reducing the doublets angulation
but keeping the rotational symmetry of the basal body [15]. Consequently, peripheral
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doublets show a slight non-pathologic tilt, evidenced in 1984 by Rautiainen et al. in a
study of ciliary serial sections [16]. We have termed this conformation as “axonemal
symmetry”. Our observations revealed more than three clearly tilted doublets in a
significant number of ciliary sections in PCD patients” samples. A basal body abnormal
template could lead to an asymmetric axoneme.

On the other hand, it is estimated that the axoneme must experience considerable
distortion during the beat cycle [17]. The N-DRC provides some resistance to microtubule
sliding and maintains alignment between outer doublet microtubules during ciliary
bending [18]. Some genetic defects encoding the N-DRC have been reported, such as
CCDC164, CCDC65 and GASS, and the ultrastructural analysis occasionally shows not
well aligned peripheral doublets [19-21]. Nonetheless, the main genetic defect in our
cohort affects ODA structure, and the cases that revealed the higher axonemal asymmetry
values had mutations on RSPH1 or genes encoding ODA components. It is also important
to note that participants 25 and 59, with axonemal asymmetry values in the PCD patients’
range, were the only ones with minor ODA defects. Indeed, each stalk of heavy chains of
ODA attached to an A-tubule seems to connect to a consecutive, specific protofilament on
the neighboring B-tubule [22]. Considering all the presented data as a whole, peripheral
doublets tilting could be due to a novel structural defect localized at ODAs or N-DRC
complexes. Further studies would be necessary to elucidate the molecular basis of this
finding.

A third explanation of the axonemal symmetry break would be an ultrastructural
change secondary to chronic respiratory disease of these patients. Altered ciliogenesis
following recurrent infections can lead to ciliary abnormalities —swollen cilia, compound
cilia, disorganized axonemes, addition or deletion of peripheral microtubules, or loss of
one or both of the central pair of microtubules—but these changes are present in less than
5-10% of the cilia examined and in a localized area [23-25]. Thus, the characteristic
identifying axonemal asymmetry is shown not to represent secondary ciliary defect but
rather to be a distinctive defect only present in PCD patients and widespread in
distribution within the ciliary samples. To establish this novel axonemal defect as a
primary abnormality, we might achieve the universal and permanent criteria, i.e., to
demonstrate the presence of the same abnormality in cilia collected from at least one
additional site and at least one additional point in time [26].

Although some genetic defects have been linked to specific ultrastructural ciliary
defects, the relationship between clinical findings, genotype and ciliary phenotype is still
not clear [27,28]. We did not find any significant difference in the distribution of axonemal
asymmetry, mutated gene, clinical findings or ciliary beat pattern in our cohort, but the
small number of patients does not allow speculating about a potential correlation.

As previously reported [29], our cohort of PCD patients showed apparently normal
ultrastructure in 35% of them, and all of them showed an axonemal symmetry break above
38%. Furthermore, we observed more evident AA in axonemes with an ODA defect, and
some of the DCP patients with a higher proportion of ODA defect also showed higher
scores of AA. The results of the detailed ultrastructural study that we additionally
performed in the ciliary biopsies presumably pointed out the absence of correlation
between these two variables. Nevertheless, it also suggested that the AA could indicate
the diagnosis in PCD patients with virtually normal axonemal ultrastructure. In this way,
the quantitative assessment of the axonemal asymmetry as a new diagnostic tool would
enhance the diagnostic yield of TEM.

In this study, we have focused on TEM as a diagnostic procedure of PCD, and we
believe that the modified peripheral doublets arrangement detected in our study provides
another point of view of the underlying pathogenesis of this condition. Further
investigations will be required to validate our findings.

Our study has two main limitations: the small sample size and the potential for
observer bias because the axonemal asymmetry analysis is largely based on a subjective
description.
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In summary, we report a not previously described ciliary ultrastructural defect that
could provide a novel diagnostic approach of PCD.

Supplementary Materials: The following are available online at
www.mdpi.com/article/10.3390/diagnostics12010129/s1, Table S1: Detailed ultrastructural
axonemal defects in PCD patients with their axonemal asymmetry proportion, Table S2:
Demographic and clinical characteristics of control group, Table S3: Detailed ultrastructural
axonemal defects in control group with their axonemal asymmetry proportion, Table S4: Genetics,
HSVA and TEM information of PCD patients, Table S5: Demographic and clinical characteristics of
PCD patients.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

Table S1. Detailed ultrastructural axonemal defects in PCD patients with
their axonemal asymmetry proportion.

ID Detailed TEM defect (%)! AA (%)
23 CC (10) 38
62 ODA (74) 38
74 ODA (82) 40
83 ODA (98) 40
27 ODA (96) 42
44 ODA (100) 42
47 ODA (96) 44
55 ODA (16) 44
4 ODA (98)+ IDA (62) 46
51 ODA (10) 46
14 CC (32) 48
32 ODA (98) 48
80 ODA (6) 48
91 No defect 48
6 CC (20) 50
81 ODA (4) 50
22 ODA (100) 56
16 ODA (100) 58
92 No defect 66
21 ODA (100) 68

! Expressed as a percentage of affected ciliary sections.

Definition of abbreviations: ID= participant identification; TEM= Transmission Electron micros-
copy; CC= Central complex defect; ODA= Outer dynein arm defect; IDA= Inner dynein arm defect;
AA= Axonemal asymmetry.
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Table S2. Demographic and clinical characteristics of control group (n=20).

n %

Male/Female 11/9 55/45

Age (years) 16,4(5-52)
Clinical characteristics

NRD 6 30
Rhinorrhea 13 65
Cronic wet cough 15 75
Pneumonia 10 50
Bronchiectasis 7 35
Laterality defects 2 10
Fertility problems! 1 20

Definition of abbreviations: NRD= Neonatal respiratory distress. ! In patiens older than 18 years.

Table S3. Detailed ultrastructural axonemal defects in control group with their axonemal

asymmetry proportion.

ID Detailed TEM defect (%)! AA (%)
78 No defect 2
66 No defect 8
2 No defect 10
69 ODA (4) 12
73 ODA (8) 12
43 ODA (2) 14
68 ODA (2) 14
70 ODA (4) 14
99 No defect 14
28 No defect 18
36 No defect 18
67 ODA (8) 18
85 No defect 18
86 ODA (2) 18
58 No defect 22
34 No defect 24
40 ODA (2) 34
98 ODA (6) 36
25 ODA (22) 44
59 ODA (16) 63

1 Expressed as a percentage of affected ciliary sections. Definition of abbreviations: ID= participant
identification; TEM= Transmission Electron microscopy; ODA= Outer dynein arm defect; AA=

Axonemal asymmetry.
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Table S4. Genetics, HSVA and TEM information of PCD patients (n=20).

n %
Ultrastructural defect
C1 11 55
C2 2 10
No defect 7 35
Mutated gene
DNAH5 6 30
DNAH9 2 10
RSPH1 4 20
TTC25 1 5
DNAAF1 1 5
DYX1C1 1 5
DNAHI11 1 5
Not identified 4 20
HSVA
Dyskinetic 8 40
Immotile 11 55
Normal 1 5
Definition of abbreviations: ID= Participant identification; C1= Class 1 defect; C2= Class 2 defect;
HSV A= High speed videomicroscopy analysis.
Table S5. Demographic and clinical characteristics of PCD patients (n=20).
n 0/0
Male/Female 11/9 55/45
Age (years) 24 (1-64)
Clinical characteristics
NRD 13 65
Rhinorrhea 17 85
Cronic wet cough 18 90
Pneumonia 10 50
Bronchiectasis 13 65
Laterality defects 8 40
Fertility problems! 3 33,3

Definition of abbreviations: NRD= Neonatal respiratory distress. ! In patiens older than 18 years.
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