Settembre 2010

Ecumologia
diatrica

Novita dal Congresso SIMRI 2010

Organo ufficiale Le novita che il pediatra

della Societa Italiana per le deve conoscere
Malattie Respiratorie

Infantili (SIMRI . . . .
( ) | giovani ricercatori

Official Journal
of the Italian Pediatric | casi clinici
Respiratory Society

www.simri.it

-
RA Primmula




Pneumologia Pediatrica 2010; 39: 9-13 9

Massimo Pifferi, Maria Di Cicco, Bruno Fiori, Martina Piras, Gloria Bettini, Pierantonio Macchia

Sezione Pneumologia e Allergologia, U.O. Pediatria I, Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana

Novita in tema di discinesia
ciliare primaria
Advances on primary ciliary diskynesia

Parole chiave: discinesia ciliare primaria, agenesia dei seni paranasali, ossido nitrico nasale, ossido nitrico sintetasi, polimorfi-
smi genetici, ciliogenesi in coltura, funzione polmonare, terapia genica

Keywords: primary ciliary dyskinesia, agenesis of paranasal sinuses, nasal nitric oxide, nitric oxide synthase, gene polymorphism,
cifiogenesis in culture, fung function, gene therapy

Riassunto. Numerosi sono ancora i problemi aperti che ritardano o rendono difficile I'inquadramento diagnostico della dis-
cinesia ciliare primaria e poco si conosce sulle reali necessita dei soggetti affetti in termini di monitoraggio e di appropriatez-
za delle cure.Vengono, pertanto, riferiti i risultati delle ricerche pit recenti riguardanti rispettivamente gli elementi che posso-
no farne sospettare la diagnosi (in particolare la presenza di una mancata o ridotta pneumatizzazione dei seni paranasali), il
significato della misurazione dell'ossido nitrico nasale (utilizzata come test di screening), i progressi nelle tecniche diagnostiche
(in particolare la possibilita di eseguire colture dell'epitelio respiratorio ciliato anche utilizzando campioni prelevati mediante
brushing nasale), le nuove conoscenze sull'evoluzione della funzione respiratoria, sulle necessita del suo monitoraggio ed infi-
ne le prospettive di sviluppo di terapie geniche mirate al ripristino della funzione ciliare.
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Introduzione

sinusite e la fibrosi cistica, e cid rende conto del
riscontro di risultati falsamente positivi quando si

Le alterazioni del movimento delle ciglia dell'epite-
lio respiratorio sono state riconosciute come causa

di malattia cronica in seguito alla descrizione di ano-
malie dell'ultrastruttura delle ciglia da parte di
Afzelius nella sindrome di Kartagener: Questa sin-
drome, caratterizzata dalla presenza di sinusite cro-
nica, bronchiectasie e situs inversus totdlis, viene
quindi considerata far parte della Discinesia Ciliare
Primaria (DCP). La letteratura scientifica & concor-
de nel sostenere che la diagnosi di DCP deve awva-
lersi della microscopia elettronica e dello studio
della funzione ciliare, mentre alla misurazione
dellOssido Nitrico Nasale (nNO), che non fornisce
informazioni dirette sulle ciglia respiratorie, viene
affidato solo il ruolo di test di screening [ 1. Infatti, da
tempo sappiamo che la DCP e generalmente carat-
terizzata, pur non conoscendosene la ragione, dalla
presenza di bassi livelli di questo gas; tale reperto &
comune ad altre condizioni patologiche, quali la

utilizzi la misurazione dellnNO come test di scree-
ning [1, 2]. D'altra parte, ancora meno & noto per-
ché talvolta vengano misurati valori elevati del gas in
soggetti sicuramente affetti dalla DCP

Purtroppo, come spesso accade in medicina e parti-
colarmente nelle malattie rare o conosciute da poco
tempo, numerosi sono ancora i problemi aperti che
ritardano o rendono difficile linquadramento dia-
gnostico della DCP Inottre, poco si conosce ancora
sulle reali necessita dei soggetti affetti in termini di
monitoraggio e di appropriatezza delle cure.

Novita sugli elementi che possono far
sospettare la diagnosi di DCP

Il sospetto diagnostico si deve basare su elementi
clinici certi, ma di alcune caratteristiche peculiari
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della DCP esistevano fino a poco tempo fa solo
sporadiche segnalazioni, non essendone mai stata
valutata la presenza su una coorte sufficientemen-
te ampia di pazienti. E il caso dellagenesia o dell-
poplasia dei seni paranasali, situazioni che potreb-
bero contribuire a quei bassi livelli di NnNO di cui
non si conosce la ragione. A tale scopo, recente-
mente, abbiamo condotto uno studio [2] in una
serie di pazienti, appartenenti sia all'eta pediatrica
(in eta compresa tra 8 e 17 anni), sia a quella adul-
ta, di cui poco meno della meta affetti da DCP ed
i rimanenti da Discinesia Ciliare Secondaria (DCS)
a processi infammatori; e abbiamo dimostrato,
mediante valutazione TC, che agenesia ed ipopla-
sia dei seni frontali (Figura 1) e/o sfenoidali, in rap-
porto al loro abituale sviluppo post-natale, erano
significativamente piu frequenti nel primo gruppo
(73% dei pazienti con DCP) rispetto al secondo
(38% dei soggetti con DCS).

Nei pazienti con DCP si dimostrava, inoltre, una
significativa associazione tra la presenza di uno svi-
luppo completo dei seni paranasali e livelli elevati di
nNO. Tuttavia, il fatto che soltanto i seni che svilup-
pano in epoca post-natale siano interessati dalla
mancata o ridotta pneumatizzazione e che non si
dimostri alcuna correlazione tra la presenza di apla-
sia o di ipoplasia ed eta dei pazienti suggerisce che
cause esogene possano contribuire alla loro pato-
genesi, agendo magari sul background della malattia
genetica. Comunque, poiché aplasia od ipoplasia dei

seni frontali e/o sfenoidali possono far parte dello
spettro delle manifestazioni proprie della DCP la
loro dimostrazione dovrebbe indurre ad escludere
tale condizione mediante test specifici [2].

Novita sul significato della misurazione
del nNO

Fino ad oggi solo pochi studi sono stati condotti
per chiarire l'origine dei livelli generalmente bassi
di nNO nei pazienti con DCE la cui conoscenza
potrebbe renderci piti consapevoli nellinterpreta-
zione di tali misurazioni e delle loro potenziali
implicazioni nella valutazione del coinvolgimento
respiratorio. Pertanto, la significativa correlazione,
che abbiamo dimostrato [3], tra crescenti livelli di
nNO ed incrementi nella frequenza del battito
delle ciglia dell'epitelio respiratorio e tra livelli pro-
gressivamente pitl bassi di nNO e percentuali pit
elevate di ciglia immobili nei soggetti con DCP o
DCS, per certi versi intuibile, ha rappresentato la
base per ulteriori ricerche.

Come € noto, 'ossido nitrico & un prodotto del
metabolismo della L-arginina per 'azione di una
delle tre isoforme dellOssido Nitrico Sintetasi
(NOS): neuronale (NOS 1), inducibile (NOS 2) ed
endoteliale (NOS 3), e si e ritenuto che nella DCP
sia presente un disaccoppiamento del processo
contrattile delle ciglia dal NOS che conduce ad un
difetto di produzione di ossido nitrico o che i bassi

Figura 1 Agenesia dei seni frontali in una ricostruzione volumetrica tridimensionale (A); Agenesia del seno frontale
destro ed ipoplasia del sinistro in una sezione assiale (B).



livelli di NnNO siano espressione di un disordine
generalizzato del metabolismo dell'ossido nitrico
delle vie aeree con alterazioni di tutte e tre le iso-
forme del NOS. Per verificare questa seconda ipo-
tesi abbiamo valutato [3] se I'espressione dellaci-
do ribonucleico messaggero (MRNA) del NOS 2
e del NOS 3 sia diversa nella mucosa nasale di
bambini affetti da DCP e da DCS e se nei due
gruppi i livelli di espressione siano correlati ai valo-
ri di nNO. Abbiamo in tal modo dimostrato che
nei pazienti con DCP l'espressione mRNA del
NOS 2 (ma non l'espressione mRNA del NOS 3)
¢ significativamente piU bassa rispetto ai soggetti
con DCS e che sia nell'intera popolazione, sia nei
soli pazienti con DCP € presente una correlazione
positiva significativa tra I'espressione mRNA del
NOS 2 e i livelli di nNO, facendo ritenere che
NOS 2 sia la maggiore sorgente di nNO nella
DCP (ove i livelli di nNO sono significativamente
pit bassi). Nessuna differenza tra i due gruppi
risuftava, invece, per I'espressione mMRNA del NOS
3, escludendo cosi la possibilita che nella DCP sia
presente un'alterazione generalizzata della regola-
zione dell'ossido nitrico.

Inoltre, poiché precedentemente ¢ stato dimostra-
to nella fibrosi cistica che varianti nei geni che codi-
ficano per il NOS possono agire come modificatrici
della malattia [4], siamo andati a valutare se il poli-
morfismo 894G/T nel gene NOS 3 & associato ad
un particolare fenotipo clinico di DCP e, sebbene in
generale questo non sembri influenzare i livelli NNO,
ne abbiamo dimostrato [3] la presenza nel 70% dei
soggetti con valori pitl elevati di nNNO (oltre il cut-off
abitualmente considerato di 250 ppb).

Infine, la presenza dellallele T nei soggetti con DCP
appariva inversamente correlata alle alterazioni
ultrastrutturali pit tipiche di tale condizione, quali
lassenza dei bracci interno ed esterno di dineina, e
si associava ad una frequenza del battito ciliare piu
elevata rispetto ai pazienti con omozigosi per I'allele
G [3].In presenza della variante T si osservava anche
una minore incidenza di colonizzazioni da
Pseudomonas aeruginosa, insieme ad un apparente
effetto protettivo dalle infezioni delle vie aeree nelle
pazienti di sesso femminile dopo la puberta [3].

Novita sulla diagnosi

La diagnosi della DCP richiede I'analisi delle cellule
ciliate dell'epitelio respiratorio e si basa sulla valuta-
zione della funzione e dell'ultrastruttura ciliare [ 1, 5].

Novita in tema di discinesia ciliare primaria

Tuttavia, anche con queste indagini la diagnosi di
DCP puo non essere facile. Infatti, oltre alle diffi-
colta od incertezze diagnostiche legate ad altera-
zioni secondarie alla presenza di processi flogisti-
co-infettivi nelle sedi di campionamento, si posso-
no avere alterazioni primitive della funzione in
pazienti con normale ultrastruttura ciliare [1, 5]. In
un sottogruppo di pazienti con normale ultra-
struttura, infine, anche il movimento & apparente-
mente normale e la compromissione del traspor-
to di muco € legata all'orientamento casuale delle
ciglia [1, 5]. Pertanto, nei soggetti con evidenti alte-
razioni del movimento ciliare nei quali non siano
dimostrabili anomalie ultrastrutturali significative €
indicata la ripetizione dell'analisi dell'attivita ciliare
in vitro dopo un adeguato periodo di trattamento
fisioterapico e farmacologico [I, 5] Tale procedura
riduce le possibilita di errori diagnostici anche se
non li elimina del tutto [I].

In alternativa possono essere utiimente impiegate
le colture di cellule epiteliali ciliate per lo studio
della ciliogenesi in ambiente privo di noxae pato-
gene che, mediante valutazione diretta del movi-
mento delle cellule respiratorie ciliate aggregate in
forma di sferoidi, permette di escludere la natura
congenita delle alterazioni precedentemente evi-
denziate [6]. Le colture cellulari sono oggi possibi-
li anche utilizzando campioni prelevati mediante
brushing nasale e sono state superate le difficolta
del passato, legate essenzialmente alla necessita di
porre in coltura campioni abbondanti di mucosa,
ottenibili esclusivamente mediante biopsia e a
prezzo di epistassi e dolore [6].

Anche le valutazioni genetiche possono risultare
utili a confermare la diagnosi nei pazienti con alte-
razioni della funzione ma con normale ultrastrut-
tura ciliare [5, 7] Tuttavia, tali indagini non possono
essere raccomandate come parte dei test diagno-
stici iniziali, ma devono essere eseguite solo nei
casi in cui € verosimile evidenziare le mutazioni
responsabili della DCP sulla base delle indicazioni
fornite dall'esame ultrastrutturale e dall'analisi del
movimento ciliare [5, 7].

Novita sul monitoraggio

Sebbene da tempo si fosse consapevoli dell'im-
portanza di un monitoraggio regolare della funzio-
ne respiratoria nei pazienti con DCP si € a lungo
ritenuto che il danno polmonare fosse progressivo
e significativo fino al momento della diagnosi, con
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un'ostruzione delle vie aeree parzialmente rever-
sibile, non evidenziandosi un ulteriore declino
della funzione respiratoria durante il follow-up [8,
9] Infatti, solo recentemente e stato evidenziato
che la funzione polmonare pud essere severa-
mente minacciata gia in eta prescolare e che il suo
andamento & molto variabile ed indipendente dal-
l'eta o dal livello funzionale al momento della dia-
gnosi, per cui anche se questa € posta precoce-
mente puo non evitare il declino della funzione
respiratoria [10].

Un progressivo peggioramento delle condizioni
respiratorie, un progressivo abbandono della fisio-
terapia respiratoria, una progressiva perdita d'inte-
resse per il trattamento, insieme ad un progressi-
vo e continuo impatto sulla salute fisica e mentale
nei soggetti con DCP sono stati anche registrati in
uno studio sulla qualita della vita correlata alle loro
condizioni di salute [| 1] e cio ha fatto emergere la
necessita per tali pazienti di essere seguiti da un
team multidisciplinare in centri specialistici con
esperienza nella loro gestione e di una migliore
integrazione tra questi centri ed il territorio (ospe-
dali distrettuali e medici di famiglia). In tal modo,
potra essere reso piu facile I'accesso dei pazienti a
valutazioni piu sofisticate che potranno rivelare
linteressamento respiratorio nelle fasi piu precoci.
Come & ritenuto avvenire nella fibrosi cistica [12],
probabilmente, infatti, anche nella DCP si ha un
esordio precoce della malattia respiratoria dalle
piccole vie aeree e verosimilmente il loro rimo-
dellamento, insieme all'ostruzione che ne conse-
gue, & causa di airtrapping. Questa condizione
puo essere documentata attraverso la valutazione
dei volumi statici polmonari, che, come emerge da
uno studio che abbiamo condotto recentemente
[13], appaiono significativamente correlati alla pre-
senza e/o severita delle lesioni evidenziate dalla
tomografia computerizzata ad alta risoluzione
(HRCT) del torace.

Novita sul trattamento

La mancanza di trial controllati randomizzati
riguardanti la terapia della DCP ha indotto a
mutuare gran parte dei trattamenti utilizzati nella
pratica clinica dalla fibrosi cistica, con la quale la
DCP malgrado le importanti differenze dal punto
di vista fisiopatologico, condivide la presenza di un

deficit del trasporto muco-ciliare [14]. Ad oggi,
pertanto, non esistono trattamenti che possano
correggere la disfunzione ciliare e ci si avvale esclu-
sivamente di trattamenti di supporto. Tuttavia,
recentemente uno studio sperimentale [I5] ha
dimostrato che, utilizzando un lentivirus che funge
da vettore (Figura 2), & possibile trasferire un gene
normale (gene “terapeutico”) a cellule di mucosa
nasale umana, che, presentando mutazioni in ete-
rozigosi composta di quello stesso gene, hanno
ciglia prive dei bracci esterni di dineina all'esame
ultrastrutturale ed immobili. Il gene trasferito, che
viene trascritto ed espresso, si dimostra in grado
di ripristinare in quelle cellule la normale ultra-
struttura e il normale movimento ciliare. Questo
studio € importante perché, dimostrando per la
prima volta che & possibile inserire geni “terapeu-
tici" entro il genoma cellulare, pud aprire nuove
prospettive per il trattamento della DCP median-
te lo sviluppo di terapie geniche mirate da utiliz-
zare in vivo.

Figura 2 Fasi del trasferimento di un “gene terapeutico” median-

te vettore virale.
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