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RESUMEN

La disquinesia ciliar primaria (DCP) es una enfermedad autosémica recesiva que afecta a los epitelios ciliados. Las
alteraciones ultraestructurales de las cilias del epitelio respiratorio producen un movimiento ciliar anormal y un barrido
mucociliar deficiente, lo que predispone a infecciones bronquiales y sinusales recurrentes. Los pacientes que padecen DCP
exhiben una gran variedad de defectos en la ultraestructura ciliar, tales como ausencia de los brazos de dineina, alteraciones
en los brazos radiales, alteraciones en los microtibulos y ausencia de axonema en la vaina ciliar. En este estudio se utiliz6 el
microscopio electronico de transmision (MET) para realizar el diagnostico de DCP en dos pacientes caninos y describir las
alteraciones morfolGgicas de las cilias del epitelio bronquial. A cada animal se le practicé una biopsia endoscopica de
mucosa bronquial que fue remitida al laboratorio de microscopia electrénica. Durante el examen ultramicroscépico de cada
muestra se estudiaron al menos 100 cilias cortadas transversalmente. Las alteraciones ultraestructurales fueron con mayor
frecuencia los defectos de los brazos de dineina. También se observo ausencia de dobletes, microtibulos simples, dobletes
supernumerarios y transposicién de dobletes periféricos. Ademas, se detectaron alteraciones ciliares inespecificas, tales
como fusién ciliar, cilias maltiples, hernias de membrana y ausencia de membrana plasmatica. Nuestro estudio permitio
realizar el diagnostico de DCP en los dos pacientes. Concluimos que la microscopia electronica brinda datos significativos
sobre la estructura ciliar y le permite al veterinario distinguir las alteraciones ciliares primarias de los defectos no
especificos.
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DIAGNOSIS OF PRIMARY CILIARY DYSKINESIA THROUGH ELECTRON MICROSCOPY IN TWO
CANINE PATIENTS

ABSTRACT

Primary ciliary dyskinesia (PCD) is an autosomal recessive disease affecting the ciliary epithelium. The ultrastructural ciliar
alterations of the respiratory epithelium produce abnormal ciliary movements and deficient mucociliary clearance which is,
in time, predispose to bronchial and sinusal infections. The patients who suffer PCD show a large variety of ultrastructural
cilia defects, such as absence of dynein arms, radial spoke alterations, microtubular disorders and absence of axoneme in the
ciliary sheath. Transmission electron microscopy was used to diagnose PCD in two canine patients, and to describe the
morphological cilia alterations of bronchial epithelium. Bronchial biopsies were obtained with a fibrobronchoscope and sent
to the electron microscopy laboratory for evaluation.. The samples were fixed in 2% glutaraldehyde, postfixed in 1%
osmium tetroxide and embedded in Araldite. Ultrathin sections were stained with uranyl acetate and lead citrate, and
examined under a JEM -1200 EX transmission electron microscope. At least 100 ciliary cross sections per patient were
studied. The paramount ultrastructural alterations observed were the dynein arm defects. Absence of doublets, single
microtubules, additional peripherical microtubules and transpositions of peripherical doublets also were observed.
Furthermore, ultrastructural analysis revealed unspecific ciliary abnormalities, such as ciliary fusion, multiple cilia, ciliary
membrane evaginations and absence of plasmatic membrane. These procedures allowed the diagnosis of PCD in two canine
patients. We concluded that the transmission electron microscopy produces significative data about the structure ciliary of
the epithelium and allows the veterinarian to distinguish between primary abnormalities from unspecific defects.

Key words: Primary ciliary dyskinesia, transmission electron microscopy.
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INTRODUCCION

La disquinesia ciliar primaria (DCP) es una enfermedad
autosémica recesiva no ligada al sexo, caracterizada por
la alteracion de la ultraestructura ciliar de las células
ciliadas [1].

A lo largo del siglo XX, la DCP tuvo diferentes
denominaciones:  “sindrome de Kartagener” [2],
“sindrome de la cilia inmévil” [3], “sindrome
disquinésico ciliar” [4]. En 1981, Sleigh [5] propuso usar
el término con el que se la conoce actualmente de
“disquinesia ciliar primaria” para denotar la alteracion
ultraestructural congénita de las cilias. Al mismo tiempo,
propuso el término de “disquinesia ciliar secundaria”
(DCS) para describir los defectos de la ultraestructura
ciliar adquirida.

La DCP es una enfermedad ampliamente descripta en
humanos [6] pero también fue comprobada en perros de
diferentes razas, tales como Dalmata [7], Pointer inglés
[8], Shar pei [9], Newfoundland [10] y Bull terrier [11],
entre otras. La mayoria de los casos de DCP se identifico
en cachorros o perros jovenes menores de 18 meses [8].
La DCP afecta a los epitelios ciliados del tracto
respiratorio superior e inferior, senos paranasales, oido
medio, recubrimiento ependimal del cerebro, el conducto
deferente en el macho y el oviducto en la hembra [12].
Ademas, este defecto congénito estd asociado a la
alteracion de las colas de los espermatozoides [13].

En el tracto respiratorio, las cilias se encuentran en las
células epiteliales de revestimiento de la mucosa de las
vias aéreas. Cada cilia esta formada por microtibulos
longitudinales agrupados en 9 dobletes que forman un
circulo periférico alrededor de un par central de
microtGbulos simples (Fig. 1). Esta estructura en
conjunto constituye el axonema [6]. El axonema se
continua, en la base del cilio y por debajo de la
membrana plasmatica, con un corpusculo basal, que tiene
una estructura semejante pero mas compleja.

Cada doblete tiene una subunidad A y otra B. La

subunidad A de cada uno de los dobletes periféricos
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posee dos brazos de dineina, que permiten y determinan

el movimiento ciliar al actuar como ATPasa [14].

Brazo externo
Brazo interno

Subunidad A

Subunidad B
~Microtabulo
central

Fig. 1. Diagrama que ilustra la estructura de un
axonema normal

La alteracién ultraestructural de las cilias del epitelio
respiratorio produce un movimiento ciliar anormal y un
barrido mucociliar deficiente, lo que predispone a
infecciones recurrentes [15,16]. Los pacientes que
padecen DCP exhiben una gran variedad de defectos en
la ultraestructura ciliar, tales como ausencia de los brazos
de dineina, alteraciones en los brazos radiales,
alteraciones en los microttbulos y ausencia de axonema
en la vaina ciliar [6]

En este estudio se utilizé el microscopio electronico de
transmision (MET) para realizar el diagnostico de DCP
en dos pacientes caninos y describir las alteraciones

morfoldgicas de las cilias del epitelio bronquial.

PACIENTES Y METODOS

Resefia

Dos pacientes caninos macho (Rottweiler) y hembra
(Weimaraner) de 60 dias y 2 aflos de edad
respectivamente fueron derivados al Servicio de
Endoscopia de la Facultad de Ciencias Veterinarias-
Universidad Nacional de La Plata. Los dos presentaban
historias clinicas con cuadros recidivantes de enfermedad
respiratoria, tanto superior como inferior (tos crénica,
rinorrea). Ambos habian recibido antibidtico terapia
empirica con mejoria transitoria y los estudios

radioldgicos evidenciaban patrones compatibles con
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bronconeumonia, sin observarse situs inversus. Ante la
recurrencia de las infecciones respiratorias, a pesar de
tratamientos  correctamente indicados, se sugiri6
broncoscopia con toma de muestras para bacteriologia,

micologia y microscopia electronica.

Examen Endoscdpico

Los hallazgos endoscépicos fueron diferentes en los dos
casos. El paciente de 60 dias presentd excesiva cantidad
de moco transparente y colapso traqueal entre los 18 y 23
cm de la arcada dental superior. En el paciente de 2 afios,
se observo atrofia de mucosa bronquial que permitia la
visualizacion excesiva de vasos y, a diferencia del
anterior, muy escasa cantidad de moco. Se remitieron
muestras de mucosa bronquial al Servicio Central de

Microscopia Electrénica.

Microscopia Electrénica de Transmision

Las muestras de mucosa bronquial se fijaron en
glutaraldehido al 2 % en buffer de fosfato (pH 7,2-7,4)
durante 2 horas a 4 °C. La fijacion secundaria se realiz6
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con tetréxido de osmio al 1 % en agua destilada durante 1
hora a 4 °C y posteriormente, se deshidrataron las
muestras en una serie creciente de alcoholes y se
incluyeron en Araldita. Los cortes ultrafinos (90 nm) se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo y
fueron examinados en un microscopio electrénico de
transmision JEM 1200 EX Il (Jeol). Durante el examen
ultraestructural de cada muestra, se estudiaron al menos

100 cilias cortadas transversalmente.

RESULTADOS

En las observaciones realizadas, las alteraciones
ultraestructurales primarias de las cilias del epitelio
respiratorio bronquial de los dos pacientes del presente
estudio fueron: ausencia de ambos brazos de dineina
(21%), ausencia del brazo de dineina interno (17%),
transposicién de dobletes periféricos (12%), presencia de
dobletes supernumerarios (9%), dobletes incompletos
(5%) compatibles con las alteraciones descriptas en la
DCP (Fig. 2).

Fig. 2: Imagenes de campo claro de MET donde se presenta la
ultraestructura ciliar normal y algunas alteraciones ciliares primarias del
epitelio respiratorio bronquial. 2a. Corte transversal de una cilia normal.
Las flechas sefialan los brazos de dineinha externos e internos. 2b. Cilia de

un paciente con DCP. Los brazos de dineina internos y externos estan
ausentes. 2c. Cilia con un par de dobletes localizado en el exterior del
axonema (flecha). m: microvellosidades.
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También se observaron alteraciones ciliares inespecificas
[fusion ciliar (5%), cilias mdltiples (7%), hernias de
membrana (8%) y ausencia de membrana plasmética
(3%)] compatibles con el diagndstico de DCS (Figura 3).

CONCLUSIONES

En la DCP la alteracién més frecuente es la deficiencia en
los brazos de dineina [17], tal como lo hemos observado
en los dos casos estudiados. También son frecuentes las
alteraciones ciliares adquiridas, de ahi la importancia de
la cuantificacion de las alteraciones halladas, por lo que
deben contarse 100 cilias [18,19]. Para confirmar el
diagndstico de DCP debe observarse alguna de las

alteraciones morfoldgicas descriptas, al menos, en un 50-
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60% de las cilias estudiadas [20]. En nuestro estudio se
observo que el 64% del total de los cortes transversales
de las cilias examinados en ambas muestras, presentaba
alteraciones ultraestructurales que se correspondian con
las clasicamente descriptas en la DCP (ausencia de uno o
ambos brazos de dineina, transposicion de dobletes
periféricos, presencia de dobletes supernumerarios,
dobletes incompletos), mientras que un 26% presentaban
anormalidades atipicas compatibles con la DCS (hernias
de membrana, cilias multiples, fusion ciliar, ausencia de
membrana plasmatica). Estos hallazgos son concordantes
con los comunicados por De Scally y col. [11], quienes
describieron el primer caso de DCP registrado en
Sudéfrica en un perro de la raza bull terrier.

F|g 3: Imagen del epltello respiratorio bronquial donde se observan algunas
alteraciones ciliares secundarias, tales como hernias de membrana (flechas). Note
la presencia de corpusculos basales (*). Las Fig. 3a-d ilustran alteraciones ciliares
secundarias: Fig. 3a: fusion ciliar (flechas); Fig. 3b: cilias maltiples (*); Fig. 3c:

cilias con hernias de membrana (*). La Fig. 3d muestra cilias carentes de
membrana plasmatica y en las que se observa la exposicidn del axonema ciliar.
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Moya y col. [15] destacan la importancia de realizar una
fibrobroncoscopia en los casos sospechosos de DCP, ya
que esta técnica permite obtener una muestra adecuada
para confirmar la sospecha diagnéstica.

La microscopia electrdnica de transmision también es
una parte importante del diagnostico de la DCP [12]. Si
bien algunos investigadores prefieren realizar el examen
ultraestructural a partir de una muestra de mucosa nasal,
nosotros preferimos utilizar una muestra de mucosa
bronquial. Segin Ghadially [21] las muestras de mucosa
nasal no son las mejores cuando el propdsito es realizar el
diagnostico ultraestructural de la DCP. Se fundamenta en
que las alteraciones de la mucosa nasal a nivel ciliar,
podrian ser mas bien de tipo secundario y no genético, ya
que el epitelio nasal constituye la primera barrera de
defensa frente a las infecciones o a las condiciones
adversas del medio ambiente, lo que induciria cambios en
la estructura ciliar.

Si bien el examen ultraestructural de las cilias no puede
plantearse como un examen de rutina, deberia estar
indicado en los pacientes portadores de afecciones
respiratorias cronicas severas carentes de diagnostico
etiologico [6]. Ademas, las alteraciones ultraestructurales
en las cilias pueden ser primarias y secundarias, siendo
vital diferenciarlas para elegir el tratamiento mas
apropiado. Por eso se recomienda repetir la toma de
muestra en periodos diferentes e incluso de zonas
distintas, para obtener una informacion mas consistente
[22, 23, 24].

La curacion de la DCP no es posible pero el diagnéstico
precoz y el tratamiento adecuado podrian mejorar el
pronostico y reducir considerablemente la morbilidad
[20].

Concluimos que se pudieron diagnosticar dos casos de
DCP mediante microscopia electronica, se aportaron
datos significativos sobre la estructura ciliar y se
distinguieron las alteraciones ciliares primarias de los

defectos no especificos.
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