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1. PERSPECTIVA HISTORICA

La Enfermedad de Rendu-Osler-Weber, tambien conocida como Telangiectasia
Hemorragica Hereditaria (HHT), es una enfermedad de herencia autosémica dominante,
que puede afectar a individuos de todas las razas y esta presente en todo el mundo. Se
caracteriza porque los individuos afectos presentan, como sintoma mas comun, epistaxis
de repeticiobn y como signo clinico mas frecuente, telangiectasias mucocutaneas.
Frecuentemente se asocia a complicaciones, como la presencia de malformaciones
arteriovenosas, especialmente a nivel hepatico, en el tracto gastrointestinal, en el

pulmon y en el cerebro.

La primera descripcion de la enfermedad la realizd Sutton en 1865, en un
articulo publicado en la revista Lancet, donde analiza una familia con episodios de
epistaxis violentas a lo largo de cinco generaciones consecutivas, causando la muerte en
dos miembros de la misma (Sutton HG, 1865). Posteriormente, en 1876, Legg
publicara, en la misma revista, el primer caso de pequefios nevus faciales en un paciente
que también presentaba epistaxis de repeticion y con historia familiar asociada, aunque
en este caso lo relacionaba con el posible padecimiento de hemofilia (Legg JW, 1876).
Fue Henri JLM Rendu quien, en 1896, a raiz de la presentacidn de un caso de un varén
de 52 afios que presentaba epistaxis de repeticion, telangiectasias cutaneas e historia
familiar asociada, realiza la primera descripcion de HHT y la reconoce como una
enfermedad hemorragica distinta de la hemofilia, caracterizada por hemorragias debidas
a un déficit en la coagulacion sanguinea (Rendu HJML, 1896). Segin Rendu, el
problema de esta nueva enfermedad se debia a una alteracion en la pared de los vasos
sanguineos pequefios, que tienden a romperse o desaparecer, lo que causa las
hemorragias. Posteriormente, Osler en 1901 y Weber en 1907, publicaron las primeras
series de casos (Osler W, 1901; Osler W, 1907; Weber FP, 1907). En 1909, Hanes
propone el nombre definitivo de HHT, por el cual la conocemos hoy dia (Hanes FM,
1909). Aunque al principio fue considerada como una enfermedad benigna, desde los
afios 40 y gracias al avance en las técnicas de imagen, comenzaron a observarse las
malformaciones que hoy dia sabemos que estan presentes en la mayoria de los

pacientes.

Desafortunadamente, la mayoria de las ocasiones la enfermedad no esta
diagnosticada y familias enteras no pueden acceder a técnicas de deteccién y
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beneficiarse de los diferentes tratamientos disponibles en el momento actual, tanto en
niflos como en adultos, lo que evitaria el desarrollo de las complicaciones ya descritas

anteriormente.

2. LAENFERMEDAD DE RENDU-OSLER-WEBER

2.1. EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad de Rendu-Osler-Weber tiene un patrén hereditario autosémico
dominante; es decir, todas las generaciones pueden estar afectas en, al menos, el 50% de
sus miembros (Guttmacher AE et al., 1995).

La prevalencia estimada a nivel mundial es de 1 caso por cada 5.000 habitantes
(Shovlin CL et al, 2010), aunque en determinadas regiones, dicho valor aumenta. La
incidencia es elevada en la region de Akita, al norte de la isla de Japon, donde se estima
entre 1 caso por cada 5000 - 8000 habitantes (Dakeishi M et al., 2002). En el Condado
de Fyn (Dinamarca) dicho valor oscila entre 1 caso por cada 1641 y 1 por cada 7246
habitantes, valores entre los que oscilan la mayoria de paises europeos y en Estados
Unidos (Kjeldsen AD et al., 1999). En la region de Haut Jura, en Francia, los valores
estimados son de 1 caso por cada 2351 habitantes (Bideau A et al.1992). La mayor
prevalencia conocida en el mundo se haya entre la poblacion Afro-Caribefia de las Islas
Antillas, donde alcanza valores de 1 caso por cada 1331 habitantes (Westermann et al.,
2003)

Existe una gran variabilidad en las manifestaciones clinicas entre diferentes
familias y entre miembros de una misma familia. A pesar de ello, sabemos que las
epistaxis estan presentes en el 90% de los pacientes, incrementandose la severidad y
frecuencia de las mismas con la edad, lo que puede inducir a un estado de anemia que
requiera transfusiones sanguineas (Assar OS et al.,, 1991). Las malformaciones
hepéticas estan presentes en el 40% de los pacientes, formando comunicaciones o
shunts entre los principales vasos sanguineos (arteria hepatica, vena hepatica y vena
porta) (Buscarini E et al., 2004); mientras que las malformaciones pulmonares se
pueden encontrar en aproximadamente el 50% de los casos, principalmente entre la
arteria pulmonar y las cuatro venas pulmonares, lo que puede desembocar en
hipoxemia, infarto y abcesos cerebrales (Kjeldsen AD et al., 2000). A nivel cerebral es
facil encontrar aneurismas y angiomas cavernosos que, Si sangran, causaran infartos
cerebrales (Fullbright RK et al., 1998; Bayrak-Toydemir P et al., 2004).
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2.2. CLINICA

Durante muchos afios se han estudiado las caracteristicas clinicas que

determinaban la enfermedad de Rendu-Osler, llegando a las siguientes conclusiones:

- Las epistaxis comienzan en torno a los 12 afios, estando afectados el 100% de los
individuos a la edad de 40 afos (Plauchu et al,1989; OS AA et al, 1991)

- La mayoria de los pacientes refieren la aparicion de telangiectasias en boca, cara
y manos entre 5 y 30 afios después de iniciarse el sangrado nasal, especialmente
durante la tercera década de la vida (Porteus et al, 1992). En ocasiones las
lesiones desaparecen, pero lo normal es que aumenten con la edad (Letteboer T et
al., 2008).

- Las malformaciones arteriovenosas cerebrales se desarrollan durante la infancia
(Krings T et al., 2005)

- Las malformaciones arteriovenosas pulmonares se desarrollan en la pubertad
(Shovlin CL et al., 2010)

- Las malformaciones arteriovenosas gastrointestinales aparecen con la edad,

siendo muy rara su desarrollo en personas jovenes (Kjeldsen A et al., 2000)

No se han realizado estudios longitudinales sobre la historia natural de aparicion
de las manifestaciones clinicas y como puede variar entre los diferentes genotipos

conocidos (Berg et al, 2003)

Epistaxis

La aparicion espontanea de epistaxis de repeticion es el sintoma mas comun de
la enfermedad de Rendu-Osler y, en la mayoria de los pacientes, acaba provocando un
cuadro anémico por déficit de hierro (Shah et al, 2002). Aparece antes de los 20 afios en
el 50% de los pacientes, aunque entre el 78 y el 96% del total de pacientes pueden
padecerlas de forma eventual (Plauchu et al, 1989). En diferentes cuestionarios sobre
calidad de vida presentados a los enfermos, este sintoma es considerado como un
importante elemento negativo que limita el desarrollo de su actividad habitual, ya que lo

padecen a lo largo de toda su vida en cualquier momento (Pasculli et al, 2004).

Se han aplicado diferentes técnicas en el tratamiento de este importante sintoma
sin que ninguno haya sido realmente eficaz como para considerarlo apropiado en todos

los enfermos.
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No hay una pauta establecida sobre la indicacion del uso de terapias
antiagregantes o anticoagulantes en estos pacientes cuando sea necesario, no existiendo
a dia de hoy un consenso claro entre los expertos, de manera que las conclusiones se
basan en experiencias personales en el manejo de los enfermos. La Unica
recomendacion aceptada hoy dia es la establecida por los autores de la “International
Guidelines of the Diagnosis and Management of Hereditary Hemorrhagic
Telangiectasia” (Faughnan et al, 2009) donde se define que la presencia de epistaxis
asociadas a la enfermedad no es una contraindicacion absoluta para el uso de este tipo
de terapias y que, en cualquier caso, la decision de su aplicacion debe ser valorada de
forma individualizada en funcion de los riesgos y beneficios que pueda causar,
aconsejando consultar a un experto en O.R.L. a fin de establecer un plan de tratamiento
en el caso de que se produzca un sangrado catastréfico y establecer un plan de medidas

preventivas

Malformaciones vasculares cerebrales (CVM)

Bajo este término se agrupan diferentes variedades de malformaciones vasculares,

clasificadas segun su morfologia (Ojemann et al, 1995):

a) malformaciones arteriovenosas (CAVM): incluyendo aquellas que miden
menos de 1cm (micro AVMs)

b) malformaciones cavernosas

c) angiomas venosos/anomalias del desarrollo venoso (DVA)

d) telangiectasias capilares/alargamiento tamafio vasos capilares

e) malformaciones de la Vena de galeno

f) fistulas de alto flujo en la pia (AVF)

g) malformaciones mixtas

Todas ellas pueden encontrarse en los pacientes afectos de HHT, aunque las mas
frecuentes son las CAVM, AVF, micro AVM vy las telangiectasias (Krings et al, 2005).

Se cree que hasta el 23% de los pacientes desarrollaran estas alteraciones (Maher
et al, 2001; Fulbright et al, 1998), por lo que aplicar las técnicas de rastreo a los
pacientes esta justificado por la posibilidad de detectarlas precozmente, antes de que

haya un compromiso vital o una potencial complicacion (Morgan et al, 2000).
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El riesgo de sangrado se ha estimado en un 0.5% al afio, aunque no hay estudios
prospectivos que aclaren la historia natural de estas malformaciones en el curso de la
enfermedad (Willemse et al, 2000). La tasa anual de ruptura se sitda en un 2-4% al afio
(MacDonald et al, 2001). Se piensa que las CAVMs y las AVF tienen un curso natural
mas agresivo que las demés (Morgan et al, 2000), siendo las telangiectasias capilares y
las malformaciones venosas las mas benignas (Matsubara et al, 2000; Morgan et al,
2002). Se han descrito pocos casos donde haya ocurrido un sangrado masivo en la
infancia (Mei-Zahav et al, 2006) y son menos los casos descritos donde haya ocurrido

una resolucién espontanea (Leung et al, 2006; Cloft et al, 2002).

La mejor técnica para el diagnostico de estas alteraciones es la angiografia
mediante catéter, pero conlleva un riesgo de sangrado del 0.5% (Willinsky et al, 2003).
El uso de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es considerada una prueba no invasiva
adecuada para el estudio de estas malformaciones, aunque no hay estudios que avalen su
uso de forma sistematica en HHT ya que, aunque presenta una sensibilidad
aproximadamente del 80-95% para las malformaciones de tamafio medio-grandes, se
encuentra muy limitada en el diagndstico de las de pequefio tamafio, pudiendo aumentar
este porcentaje con el uso de contraste intravenoso (Gauvrit et al, 2006; Mori et al,
2003; Mukherji et al, 1995), lo que también favorece la deteccién de signos de
hemorragias asintomaticas (Cullen et al, 2006). Otra técnica diagndstica empleada es el
Doppler transcraneal (TCD), que presenta una sensibilidad cercana al 80% para las
malformaciones de mediano y gran tamafio. No existen evidencias suficientes para
recomendar un seguimiento posterior a un estudio cuyo resultado ha sido negativo, ya
que no hay evidencias que sugieran que los pacientes afectados de HHT vayan a

desarrollar nuevas malformaciones cerebrales en el futuro.

En los nifios, la deteccion de malformaciones cerebrales se realiza mediante
Resonancia Magnética Nuclear, pues el riesgo de anestesia o sedacion en ellos para
poder realizar la angiografia es alto y se asume que la RMN presenta unos valores de
seguridad y eficacia suficientes. Debe realizarse en el momento del diagnostico y
preferiblemente antes de cumplir los primeros 6 meses de vida (Lundby et al, 1996).
Tampoco hay evidencias que recomienden un seguimiento en el futuro para aquellos

casos donde el estudio inicial sea negativo.
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No hay evidencia en el manejo de estas malformaciones durante el embarazo ni en
el parto y, en cualquier caso, las actuaciones deben diferirse hasta que el feto esté
formado por completo.

Malformaciones arteriovenosas pulmonares (PAVMs)

Este tipo de malformaciones estan presentes en aproximadamente el 15-50% de
los pacientes con HHT y estan asociadas a multiples y graves complicaciones (Gossage
et al, 1998; Cottin et al, 2004). La razdn para llevar a cabo una deteccion precoz es la
posibilidad de detectar y tratar malformaciones antes del desarrollo de las

complicaciones asociadas a las mismas.

Entre las posibles complicaciones podemos encontrar infartos, accidentes
isquémicos transitorios, abcesos cerebrales, hemoptisis masiva y hemotorax espontaneo
(Gossage et al, 1998; Moussouttas et al, 2000). Las complicaciones neurologicas
pueden surgir en el contexto de rupturas espontaneas de malformaciones pulmonares.
En nifios también se han podido demostrar estas alteraciones (Faughnan et al, 2004), asi

como durante el embarazo (Shovlin et al, 1995), donde el riesgo puede estar aumentado.

Para establecer el diagnostico de estas alteraciones se han ensayado numerosas
técnicas, entre las que se incluyen métodos fisiolégicos de medida de comunicacién
(shunt) intrapulmonar, asi como multiples métodos de imagen. En comparacion con las
técnicas de referencia conocidas (TAC y angiografia pulmonar), la mejor técnica de
estudio es la Ecocardiografia de Contraste Transtoracico (TTCE) mediante suero salino
agitado, debido a su alta sensibilidad y su bajo riesgo de aplicacion (Nanthakumar et al,
2001; Barzilai et al, 1991). EI test se considera positivo si se detectan burbujas en la
auricula izquierda y, en estos casos, debe confirmarse la alteracion mediante TAC
toracico. En nifios, esta comparacion no ha sido estudiada y la aplicacion de test
diagnosticos debe individualizarse, empleando bien una evaluacion clinica (cianosis,
disnea...) o una pulsioximetria comparada en supino y decubito, Rx simple toracica, e

incluso TAC torécico.

En los casos donde se aprecie la presencia de estas malformaciones, se
recomienda el uso de profilaxis antibiotica cuando se lleven a cabo procedimientos
invasivos, debido al riesgo elevado de desarrollar abcesos cerebrales, debiendo tener
especial cuidado si se realiza un acceso venoso para evitar la entrada de aire que pueda
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provocar embolismos gaseosos cerebrales. Ademas, estos pacientes deben evitar las

técnicas de buceo tipo SCUBA, por el riesgo tedrico de descompresion

En pacientes donde el estudio inicial haya sido negativo, se recomienda repetirlo
después de la pubertad y después de cada embarazo. En el caso de los embarazos
planificados, debe realizarse el estudio antes del mismo y mantener controles cada 5-10
afos. Si se ha realizado embolizacion de las malformaciones, debe realizarse el estudio
entre los 6 y 12 meses posteriores a la técnica y repetirlo cada 3 afios a partir de

entonces.

Sangrado Gastrointestinal

Aproximadamente el 80% de los pacientes con HHT presentan pequefias
telangiectasias a nivel gastrico o duodenal cuando se realiza un estudio mediante
endoscopia (Ingrosso et al, 2004), aunque solo el 25-30% de ellos presentaran
sintomatologia derivada del sangrado de las mismas (Kjeldsen et al, 2000; Vase et al,
1986; Plauchu et al, 1989) y cuando se produce no suele suceder hasta la quinta o sexta
décadas de la vida. Las mujeres estdn mas afectadas que los hombres, con una
diferencia aproximada de 2-3 casos por cada varédn afecto (Longacre et al, 2003; Proctor
et al, 2005).

Los pacientes con este tipo de sangrados pueden presentar sintomatologia o no,
pero el tipo de sangrado suele ser lento, cronico e intermitente en el tiempo, sin producir
melenas en gran cantidad. Generalmente, suelen presentar pocos sintomas hasta el
desarrollo de la anemia. En los casos de sangrado severo, la mortalidad es mayor y
generalmente requieren transfusiones sanguineas frecuentes (Longacre et al, 2003). La
severidad del sangrado se suele medir en funcion de la severidad de la anemia que
produzca y se sabe que las telangiectasias son mas comunes a nivel gastrico y duodenal
que a nivel coldnico, lo que contribuye a que dicha anemia sea mayor, debido a la

facilidad de sangrado a ese nivel (Proctor et al, 2001).

A dia de hoy se considera que la técnica 6ptima en el diagnostico de este tipo de
alteracion es la evaluacion mediante endoscopia, pues es especialmente util en pacientes
con anemia por sangrado o por déficit de hierro. Gracias a ella podemos conocer el
namero de telangiectasias presentes a nivel gastrico y duodenal y en funcion de éste,

predecir las que van a existir a nivel yeyunal, de manera que en la mayoria de pacientes,
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con realizar una endoscopia a nivel esdfago-gastro-duodenal es suficiente para llegar al

diagnostico (Proctor et al, 2005).

Malformaciones vasculares hepaticas

En el momento actual, el diagndstico y manejo de este tipo de complicaciones se
rige por una guia de consenso publicada en el afio 2006, la cual es aceptada
internacionalmente por el conjunto de expertos en HHT (Buscarini et al, 2006).

Las malformaciones arteriovenosas hepaticas estan presentes en el 32-78% de
los pacientes (Memeo et al, 2005; Ravard et al, 2004). Aunque no hay descrita una
relacion clara entre la historia natural de aparicion de estas malformaciones y la
enfermedad, se sabe que sélo el 8% de los que las padecen presentan manifestaciones
clinicas asociadas (Buscarini et al, 2004; Ocarn et al, 2004; lanora et al, 2004) entre las
que se incluye fallo cardiaco por alto gasto, hipertension portal y necrosis biliar (Garcia-
Tsao et al, 2000).

En pacientes con clinica sugerente de malformaciones hepaticas, es importante
establecer el diagndstico precoz para llevar a cabo las medidas terapedticas
correspondientes, asi como establecer medidas preventivas. La aparicion de estas
malformaciones en un paciente también puede ayudar al propio diagndstico de la
enfermedad, pues uno de los criterios usados es la presencia de alteraciones viscerales
(Shovlin et al, 2000)

Para llevar a cabo el diagndstico se han utilizado maultiples pruebas de imagen,
tanto de tipo invasivo como no invasivo, entre las que destacan la Ultrasonogarfia con
Doppler (US), Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Tomografia Axial
Computerizada (TAC) y la Angiografia Mesentérica, siendo ésta ultima prueba la que se
considera Optima, aunque debido precisamente a este caracter invasivo, apenas se usa en

favor del Doppler, que no requiere contraste y presenta menor tasa de complicaciones.

Entre los diferentes tipos de malformaciones encontradas, destacan las
telangiectasias, la dilatacion de la arteria hepatica y las comunicaciones o “shunts” entre
los diferentes vasos (arterioportales, arteriovenosas y portovenosas) (Hashimoto et al,
2003; Matsumoto et al, 2004; Bernard et al, 1993).

No hay estudios que permitan establecer el grado de sensibilidad o especificidad

de las diferentes pruebas, aunque el valor predictivo positivo del Doppler es cercano al



INTRoDUCCION  EET

100% y permite describir entre el 32 y el 72% de las malformaciones (Buscarini et al,
2004; Ocarn et al, 2004), frente al 67-78% que se consigue con el TAC (Memeo et al,
2005; Ravard et al, 2004), lo que hace pensar que la sensibilidad de estas pruebas es
alta. En nifios no se han realizado estudios de despistaje suficientes como para obtener

conclusiones.

El diagndstico histologico no es necesario, ya que actualmente las técnicas de
imagen permiten detectar la hiperplasia nodular focal, que es la alteracion tisular més
caracteristica en estos enfermos, sin necesidad de realizar una biopsia, lo que

conllevaria un claro riesgo de hemorragia (Buscarini et al, 2004).

2.3. DIAGNOSTICO

Hacer un diagnostico de HHT en un paciente permite aplicar diferentes tipos de
tratamiento preventivo tanto en el propio paciente como en los miembros de su familia

que se encuentren afectados.

Tradicionalmente, el diagndstico de esta enfermedad se hacia en funcion de la
clinica que presentasen los pacientes. Hoy dia las perspectivas han cambiado y es

posible hacer el diagnostico basandonos también en test genéticos.

Diagndstico clinico

En el afio 2000, un grupo de expertos se reunio en la Isla de Curacao, donde
establecieron una serie de criterios que sirvieran de base para llevar a cabo el
diagnostico clinico de esta enfermedad de forma consensuada (Shovlin et al, 2000). De
este modo, los “Criterios de Curacao” son los usados actualmente para llevar a cabo el

diagnostico clinico de HHT:

- Epistaxis: espontaneas y recurrentes

- Telangiectasias: multiples y en sitios caracteristicos (labios, cavidad oral, dedos,
nariz)

- Lesiones viscerales: telangiectasias  gastrointestinales, malformaciones
arteriovenosas pulmonares, hepéticas o cerebrales

- Historia familiar: pariente de primer grado con HHT diagnosticado segun los

criterios expuestos
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En funcion de la clinica manifestada, el diagnostico se considera “definitivo” si
presenta 3 0 mas criterios, “posible o sospechoso” si presenta 2 de estos criterios e

“incierto” si estan presentes menos de 2 criterios.

No hay estudios que establezcan el grado de sensibilidad o especificidad de estos

criterios, pero los expertos sefialan que son especialmente Gtiles en dos situaciones:

- Discriminar qué pacientes adultos estan afectados de los que no lo estan

- Diagnostico en adultos jovenes y nifios

El riesgo de que no se diagnostique la enfermedad en adultos jovenes y nifios es
alto, debido a que pueden no haber iniciado adn la clinica caracteristica de HHT, por lo

que en estos grupos es especialmente atil el diagnostico mediante test genéticos.

Diagnostico genético

El objetivo de los test genéticos es identificar mutaciones causantes de HHT en
una familia concreta, permitiendo el diagnostico entre los diferentes familiares,

especialmente nifios y adultos jovenes que no cumplan aun los criterios clinicos.

El test genético se aplica primero en el caso “indice” y se basa en la
secuenciacion del DNA buscando posibles alteraciones en los exones codificantes de los
genes Endoglina (ENG), responsable de la primera variante conocida de la enfermedad
(HHT1) y Activin A receptor type ll-like 1 (ACVRL1 o ALK-1), responsable de la
segunda variante conocida (HHT2). La mayoria de las mutaciones se han descrito en
estos dos genes, aunque se sabe que hay al menos otros dos loci en los cromosomas 5 y
7 que podrian causar la enfermedad pero ain no se han identificado (Cole et al, 2005;
Bayrak-Toydemir et al, 2006). Las mutaciones en el gen SMAD4 son responsables de

un sindrome raro donde se combinan HHT y poliposis juvenil (Gallione et al, 2004).

El andlisis de las secuencia de los genes ENG y ALK-1 permite encontrar
aproximadamente el 75% de las mutaciones causantes de HHT, valor que se incrementa
en un 10% cuando se aplica un método adicional de deteccidn para grandes delecciones
y duplicaciones (Bossler et al, 2006; Prigoda et al, 2006). También se cree que entre el 1
y el 3% de los pacientes diagnosticados clinicamente de HHT presentaran mutacion en
SMAD4, lo que corresponderia al 10% de aquellos pacientes donde el estudio para
ENG y ALK-1 es negativo (Prigoda et al, 2006; Gallione et al, 2006; Lesca et al, 2006).
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Existe un solapamiento entre las manifestaciones clinicas presentadas por los
pacientes con mutaciones en los genes ENG y ALK-1 (Kjeldsen et al, 2005; Letteboer
et al, 2006; Bayrak-Toydemir et al, 2006), de modo que los expertos recomiendan no
hacer diferencias en cuanto a la bdsqueda de malformaciones vasculares si se
encuentran mutaciones en uno u otro gen. A pesar de ello, sabemos que en HHT1
predominan las alteraciones pulmonares y cerebrales, frente a la mayor afectacion
hepética y pancreatica en HHT2 (Kjeldsen AD et al., 2005; Letteboer TGW et al., 2006;
Bayrak-Toydemir P et al., 2006; Sabba C et al., 2007; Lacout A et al.,, 2010). La
mayoria de los pacientes con mutacion en el gen SMAD4 presentan mayor riesgo de
padecer alteraciones en el tracto gastrointestinal (Gallione et al, 2004; Prigoda et al,
2006; Gallione et al, 2006). La aparicion de hipertensién pulmonar secundaria a la

presencia de malformaciones pulmonares es exclusiva de HHT2 (Girerd B et al., 2010).

En el momento actual no hay evidencia sobre el impacto de los test genéticos
prenatales, pues no se conoce como puede afectar el diagnéstico fetal de HHT sobre el
curso del embarazo y el manejo sobre el mismo. Los expertos recomiendan que sea
considerado como una alternativa al diagnéstico postnatal cuando ya exista otra razén

para llevarlo a cabo.
2.5. TRATAMIENTO
El objetivo del tratamiento en los enfermos de HHT consiste en optimizar el

manejo de las complicaciones.

Como recomendacién general, los pacientes que presenten manifestaciones
clinicas deben ser revisados por servicios especializados en el manejo de las mismas. En
los pacientes asintomaticos, el objetivo debe ser la educacion sanitaria (incluyendo
recomendaciones sobre cuidados dentales y durante el embarazo) y hacerles participes
de los programas de deteccion de malformaciones establecidos.

Epistaxis

a) Terapias no invasivas: se centran en mantener la integridad de la mucosa nasal con

medidas como la humidificacion, que favorece la proteccion de la cubierta
endonasal, evitando que el flujo aéreo dafie la telangiectasia nasal y se produzca el
sangrado. También se han empleado medicamentos topicos intranasales (como

lubricantes, antifibrinoliticos, cremas o aceites con estrégenos, etc) pero la
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b)

evidencia sobre su efectividad es escasa (McCaffrey et al, 1977; McCabe et al,
1972; Bergler et al, 2002; Klepfish et al, 2001).

Terapias invasivas: en este grupo se incluyen procedimientos como laser

endonasal, coagulacion quimica o eléctrica, dermoplastia, embolizacion de arteria
nasal y cierre de cavidad nasal (técnica de Young). La mayoria de las técnicas de
coagulacién son de bajo riesgo, causando una mejoria subjetiva en los pacientes
(Mahoney et al, 2005; Karapantzos et al, 2005; Bergler et al, 1999). La
cauterizacion quimica y el laser con CO2 genera peores resultados, incrementando
el riesgo de sangrado intraoperatorio (McCaffrey et al, 1977). La embolizacién de
la arteria nasal es poco usada, ya que su efecto es poco duradero y en pacientes con
anemia cronica se ha observado un resangrado (Fischer et al, 1997; Elden et al,
1994). Otras opciones terapéuticas se han basado en la inyeccion de diferentes
substancias a nivel submucoso o intravascular, aunque se han descrito casos de
reacciones alérgicas severas y ceguera secundarios (Borsik et al, 1992; Jankowski
et al, 1992). Otra opcion consiste en realizar cirugia nasal, aplicando las técnicas
empleadas para el control de otros sintomas. También existen dos estudios basados
en el empleo de &cido tranexamico y de estrogenos, aunque los resultados no han
sido muy satisfactorios (Vase et al, 1981; Geisthoff et al, 2006).

Manejo urgente: no hay estudios bien disefiados, aunque la tendencia es usar

balones neumaticos que, tras lubricar adecuadamente, se introducen en la cavidad
nasal y mediante la aplicacion de bajas presiones, se consigue controlar el

sangrado causando el minimo dafio isquémico en la mucosa.

Malformaciones vasculares cerebrales

No hay publicados estudios sobre la eficacia o la seguridad de ningln

tratamiento en este campo. Lo que sugieren los expertos es que la obliteracion de este

tipo de malformaciones es necesaria para eliminar el riesgo de una posible hemorragia.

Se han ensayado diversos procedimientos, tales como embolizacion,

microcirugia o radiacion estereotactica (Morgan et al, 2000; Berman et al, 19999;
Lunsford et al, 1991; Suzuki et al, 1982; Yoshimoto et al, 1986; Spetzler et al, 1987)
aplicados tanto de forma aislada como combinando varios de ellos y lo que parece
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seguro es que todos ellos deben aplicarse en centros con acreditada experiencia y

siempre tomando la decision de forma individualizada para cada caso.

En nifios, especialmente antes de los 6 afios, la mayoria de las malformaciones
se transforman en fistulas de alto flujo (Krings et al, 2005), cuyo curso natural es mas
agresivo que otros tipos de malformaciones, causando alteraciones secundarias del tipo
hemorragia cerebral, deficit cognitivo, insuficiencia cardiaca, epilepsia e hidrocefalia
(Morgan et al, 2002; Weon et al, 2005; Yoshida et al, 2004). En estos casos, tanto la
embolizacion como la microcirugia podrian aportar importantes beneficios para el

paciente.

Malformaciones arteriovenosas pulmonares

La embolizacién ha resultado eficaz y aporta un buen perfil de seguridad,
presentando minimas complicaciones durante el seguimiento realizado en los siguientes
5 a 10 afios a su aplicacion (Mager et al, 2004; Pollak et al, 2006; Dutton et al, 1995;
Chilvers et al, 1990; Gupta et al, 2002).

La seguridad y eficacia es similar tanto en adultos (Lee et al, 1997) como en
nifios (Faughnan et al, 2004), donde hay estudios incluso por debajo de los 4 afios de
edad.

La experiencia es escasa durante el embarazo (Gershon et al, 2001), donde el

riesgo es mayor.

El seguimiento se realiza mediante técnicas de Tomografia Axial Computerizada
(TAC), permitiendo la deteccion de reperfusion al afio de la embolizacion y el

crecimiento de pequefias malformaciones residuales (Pollak et al, 2006).

Sangrados gastrointestinales

El manejo de este tipo de alteraciones se basa en medidas agresivas de
reposicion de hierro, mediante transfusiones sanguineas periddicas en casos donde haya
anemia ferropénica importante. No hay muchos estudios al respecto, pero los expertos
piensan que el aporte oral de hierro es suficiente en los casos leves. No hay evidencias
sobre el uso de eritropoyetina, aunque su uso puede ser considerado como adyuvante en

casos extremos para acelerar el proceso de recuperacion.
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Otras opciones se basan en la aplicacion de terapias hormonales, mediante
preparados de estrdgenos mas progesterona (van Cutsem et al, 1990) o con danacrina
(Hag AU et al, 1988), antifibrinoliticos (a4cido aminocaproico, acido tranexamico)
(Korzenik et al, 1994) y terapias endoscopicas, mediante el uso de coagulacion con laser
de Argon o con laser de ND-YAG (Bown et al, 1985; Sargeant et al, 1993). Se han
informado casos aislados de tratamiento con tamoxifeno, interferén, thalidomida y

sirolimus.

No hay evidencia sobre la necesidad de cambios en el estilo de vida ni en la

dieta, ni para el screening de H. pylori.

Se recomienda evitar el uso de anticoagulantes y antiagregantes plaguetarios,
aunque, si existe comorbilidad asociada, su uso puede tolerarse manteniendo dosis lo

mas bajas posibles.

En el momento actual no hay evidencia suficiente para recomendar el empleo de

una u otra técnica como primera linea de tratamiento.

Malformaciones vasculares hepaticas

Existen dos técnicas de tratamiento: la embolizacion de la arteria hepatica y el

transplante de higado.

Mediante la embolizacion parece controlarse el riesgo de fallo cardiaco por alto
gasto y de isquemia mesentérica; sin embargo, este efecto es transitorio, ya que la
mayoria de las veces el problema recurre (Chavan et al, 2004).

El transplante hepético esta indicado cuando surjan complicaciones isquémicas
(colangitis, colecistitis y necrosis hepatica, principalmente), sin embargo, aunque la
mayoria de los sintomas del paciente se resuelven con este tratamiento (Azoulay et al,
2002; Lerut et al, 2006), conlleva mayores requerimientos de transfusiones sanguineas,
mayor estancia hospitalaria y una alta tasa de complicaciones postoperatorias. Su

aplicacion debe reservarse para casos rebeldes y muy agresivos.

En cualquier caso, la supervivencia a los 5 afos es del 83% (Lerut et al, 2006).
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3. BASES MOLECULARES
3.1. CONCEPTOS BASICOS
Pared vascular

La pared vascular es un érgano activo, flexible e integrado por componentes
celulares, como las células endoteliales, células musculares lisas y fibroblastos y
componentes no celulares, como la matriz extracelular. Estos componentes modifican su
forma, aumentan, disminuyen su tamafio o se reorganizan en respuesta a estimulos tanto
fisioldgicos como patoldgicos, manteniendo asi la integridad del vaso o participando en
las alteraciones vasculares que aparecen en enfermedades como la hipertension y la
aterosclerosis (Touyz RM, 2000). En la figura 1 se muestra de forma esquematica la

organizacion de estos componentes:

Lamina elastica interna

Endotélio

Fibroblasto

= JTL’mica intima
JTL’Jnica média

Lamina elastica externa

5. | Tunica adventicia

Figura 1. Componentes de la pared vascular

- Tunica intima. Constituida por el endotelio, una lamina basal y una capa
conjuntiva subendotelial.

- Endotelio. Comprende una monocapa de células polarizadas con regiones
de la superficie celular especializadas. Sirve para proveer al vaso
sanguineo de una capa de revestimiento no trombogenica formada por
células que contactan entre si y que en la superficie basal contactan con la
membrana basal subyacente.

- Tunica media. Contiene células musculares lisas, en forma de huso, que
forman una capa alrededor de la circunferencia del vaso. Estas células

musculares lisas estan recubiertas, de forma individual, por la membrana
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basal y dentro de la capa media estan encastradas y conectadas a una red o
malla de matriz extracelular.

- Membrana basal. Compuesta de diversas sustancias como laminina,
colageno tipo 1V, proteoglicanos y heparan sulfato

- Matriz extracelular. Es el soporte estructural y funcional al cual se
adhieren las células y sobre el cual proliferan, migran y se diferencian. La
matriz extracelular estd compuesta por una serie de sustancias entre las
que se encuentran fibronectina, trombospondina, colagenos tipo | vy Ill,
proteoglicanos, laminina y condroitin dermatan sulfato, comportandose
como un sistema biolégicamente activo, siendo necesario un balance
adecuado entre sus componentes para el funcionamiento normal de la
vasculatura.

- Tunica adventicia. Compuesta fundamentalmente por fibroblastos y
colageno, Gltimamente han surgido evidencias que permiten atribuirla un
papel potencial en la regulacion de la funcién del éxido nitrico y en la
fisiologia vascular (Zhang H et al, 1999; Muller B et al, 2000, Ghosh M et
al, 2004)

- L&mina el&stica interna y externa. Limitan las tres capas entre si.

Todos estos componentes de la pared vascular han adquirido importancia como
protagonistas de los cambios que sufren los vasos en las diversas enfermedades y han
dejado de ser considerados simples estructuras constituyentes de la pared vascular a
medida que se ha ido conociendo su capacidad para producir sustancias o responder a

ellas.
Remodelamiento vascular

El remodelamiento vascular es un fendmeno que aparece en muchas situaciones
asociadas a cambios vasculares e incluye aquellas modificaciones estructurales en la
pared de los vasos que dan lugar a una alteracion de la relacion existente entre el
espesor de la pared y el didmetro de la luz vascular. Estos cambios pueden no estar
relacionados con un crecimiento neto, sino con un proceso de reacomodamiento del
material de la pared, especialmente a expensas de las células musculares lisas de la capa

media.
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El remodelamiento vascular puede ocurrir de dos maneras, en funcion de lo que
se vea afectado, el didmetro de la luz del vaso o el material de la pared. Si es la luz del
vaso la que aumenta, hablaremos de crecimiento externo y si ésta disminuye,
crecimiento interno. Del mismo modo, si existe un crecimiento neto de ambas
estructuras a expensas de la capa media, hablaremos de remodelamiento hipertrofico, si
no hay alteracion del tamafio neto, manteniéndose constante el tamafio de la capa media,
lo denominaremos eutrofico y si hay una pérdida neta de tejido a expensas de una
disminucion en el tamafio de la capa media, el remodelamiento se denominara

hipotréfico (figura 2).

El remodelado interno eutrofico e hipertréfico asocia siempre un aumento del
grosor de la pared, con un incremento de la relacion entre el grosor de la pared y la luz

del vaso. En cambio, en el remodelado externo eutréfico e hipotréfico, ocurre justo lo

contrario
hipotroficao eutrdfico hipertrdfico
e =T, T Remodelamiento
intemo ¢ % F B i i ] hipertréfico
wh .r > ~Paredfluz ‘| N
* - - Area seccion ‘|
'\\ : j @
#-'f + \ = Remodelamiento eutrofico
: G, ~Pared/luz
extemo ] ] [ T H 1 - Area seccion =

Figura 2: tipos de remodelamiento vascular

En el remodelado vascular eutréfico la pared vascular se reestructura de modo
que las células musculares lisas se alinean mas cerca y encierran la luz del vaso, aunque
no haya cambios en el volumen de la capa media. EI mantenimiento del volumen de la
capa media puede ser consecuencia de una combinacion de procesos de proliferacion
hacia adentro, con reduccion de la luz y apoptosis en la periferia del vaso, y

disminucién del didmetro externo.

En el remodelado vascular hipertrofico hay proliferacion o crecimiento de la

media vascular, lo cual conduce a una disminucion de la luz y esto puede ser debido a
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un aumento del namero de células (hipertrofia), un aumento del tamafio de las células

(hiperplasia) 0 a ambos procesos.

Los principales factores asociados con el remodelado hipertrofico, es decir, con

la proliferacion de las células musculares lisas, son cuatro:

Presion arterial. A través de receptores del estiramiento en la pared
vascular y por la presion de pulso.

Factores nerviosos. Aumenta la actividad nerviosa simpaética que ejerce su
accion hipertrofica a través de estimulos troficos.

Factores genéticos. Se han observado cambios estructurales en arterias de
resistencia de modelos experimentales (como las ratas espontaneamente
hipertensas, donde el sistema renina-angiotensina juega un papel
importante) antes del desarrollo de la hipertensiéon y en la vida fetal se
expresan varios protooncogenes (c-fos, c-myc y c-fun) que llevan al
aumento de la proliferacion.

Factores humorales. Se conocen multiples sustancias de origen sistémico
y/o local que pueden participar en el proceso de hipertrofia de la pared
vascular. Los principales elementos involucrados en el proceso de
remodelamiento son la angiotensina Il, la aldosterona, las endotelinas
(ET1 y ET3) y el factor transformador del crecimiento-31 (rge-p1y, COMO
factores estimulantes del crecimiento celular y las Kkininas, las
prostaglandinas y el oxido nitrico como factores con efectos
antiproliferativos (Chrysant SG, 1998)
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Figura 3: Factores asociados con las células lisas de la pared vascular.
NO: oxido nitrico; Ang: angiotensina; PGE2: prostaglandina E2; BK: bradicinina; cMLV:
capa de musculo liso vascular; ET: endotelinas; TGF-p: factor transformador de crecimiento tipo beta

Matriz extracelular

La matriz extracelular es la responsable de las propiedades mecéanicas de la
pared vascular y también esta implicada en procesos bioldgicos tales como la adhesion

celular, la proliferacion y la migracion.

En la arteria normal, los principales constituyentes de la intima, la media y la
adventicia son los colagenos fibrilares tipos I y I11, mientras que los colédgenos IV y V
se sittan en las membranas basales del endotelio y del musculo liso vascular junto con
los tipos | y Ill. Los proteoglicanos son componentes no fibrilares de la matriz
extracelular que tienen una o més cadenas de glicosaminoglicanos; son sintetizados por
las células musculares lisas del vaso en respuesta a factores de crecimiento, regulan
varias actividades celulares, como la proliferacion, la diferenciacion, la adhesion y la
migracion y controlan la biodisponibilidad y la estabilidad de las citoquinas, proteinas

responsables de la comunicacion intercelular.

Las interacciones funcionales y estructurales entre las proteinas de la matriz y
las células musculares lisas, a través de moléculas de adhesién, son importantes en el

mantenimiento de la integridad de la pared vascular. Las alteraciones en estas
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interacciones, posiblemente por modificaciones en los sitios de union celular, podrian

contribuir en los cambios en la rigidez de la media vascular.

Se ha propuesto que, debido a cambios en los componentes de la matriz y de los
correspondientes receptores de adhesion, las interacciones entre las células musculares
lisas del vaso y las proteinas de matriz se modifican cuantitativa y/o topograficamente,
produciéndose una reacomodacion de las células musculares lisas y una reestructuracion

de la pared vascular.

Las integrinas actan como puntos de union entre la matriz y el citoesqueleto y
también como receptores de sefales, siendo posible que el remodelado vascular

involucre cambios en estos sitios de anclaje.
Angiogenesis

La angiogénesis es un fenomeno que puede ser estudiado como integrado por
dos fases diferentes equilibradas entre ellas; una primera fase de activacion y otra
posterior, denominada fase de resolucion, donde tiene lugar la inhibicion de la
proliferacion y la migracion de células endoteliales, la reconstitucion de la membrana
basal y la estabilizacion del vaso mediante reclutamiento y diferenciacion de las células
mesenguimales dentro de los pericitos y células musculares lisas. Este reclutamiento de
células mesenquimales en el nuevo vaso esta mediado por numerosos factores, entre los
que se encuentra el receptor TGF-f. Al contactar la célula mesenquimal con la célula
endotelial, el receptor TGF-f, que estaba latente, queda activado y esto es lo que induce
la diferenciacion de las células mesenquimales dentro de los pericitos y células
musculares lisas. Los pericitos contribuyen en parte a la supervivencia y estabilizacion
mediante la expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF).
Diversos estudios han demostrado que el incremento de produccion del VEGF por los
pericitos es dependiente, en las células de contacto heterotipicas, mediante la

produccion del TGF-B activo.

3.2. GENES IMPLICADOS

Hasta el momento se han identificado 3 genes implicados en la patogenia de la

enfermedad:
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- Endoglina (ENG; MIM # 131195): localizado en el brazo largo del cromosoma 9
(posicion 9g34.1) y responsable de la variante HHT 1 (OMIM: 187300)

- ALKl (ACVRLI1; MIM # 601284): localizado en el brazo largo del cromosoma
12 (posicion 12q11q14) y responsable de la variante HHT 2 (OMIM: 600376)

- SMAD4 (MADH4; MIM # 600993): localizado en el brazo largo del cromosoma
18 (posicion 18g21.1) y responsable de una rara variante que asocia HHT con
poliposis juvenil (JPHT; OMIM: 175050 )

Se tiene conocimiento de que, al menos, existen otros dos genes ain no identificados

gue podrian causar la enfermedad (Govani et al, 2009):

- HHT 3: localizado en el brazo largo del cromosoma 5, entre las posiciones

D5S2011 y D552490
- HHT 4: localizado en el brazo pequefio del cromosoma 7, entre las posiciones
D752252 y D7S510
Tabla 1. Clasificacion HHT
ENG HHT1 9
ALK1 HHT?2 12
SMAD4 JPHT 18
- HHT3 5
- HHT4 7

La mayoria de pacientes (>80%) presentan mutacién en los genes ENG o ALK1,
siendo entre ellos mas comun en ENG (61% del total) que en ALK1 (37%). Se cree que
un 2% de los pacientes tendran mutacién en SMADA.

La predominancia de mutaciones en uno u otro gen también muestra variedades
geograficas dentro de Norte América y Europa, aunque no estd muy claro si esta
variacion es natural o viene inducida por los estudios realizados en los propios centros
de referencia (Lesca et al, 2007; Bayrak-Toydemir et al, 2006; Sabba et al, 2007;
Bossler et al, 2006).
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Existen mas de 600 mutaciones diferentes descritas en ambos genes que
presentan una caracteristica excepcional: ningun gen muestra una mutacion comin o

frecuente en la poblacion, siendo descritas la mayoria de las mismas una Unica vez.

El tipo de mutacién descrita en los genes ENG y ALK1 incluye delecciones,
inserciones, mutaciones de cambio de sentido, mutaciones sin sentido y mutaciones en

la zona promotora.

Las mutaciones descritas hasta la fecha en SMADA4 se localizan en los Gltimos 4
exones del gen (del 8 al 11), en el dominio MH2, e incluyen las de pérdida de sentido,
cambio de sentido y mutaciones en el marco de lectura (frameshift), siendo la mayoria
de ellas mutaciones no descritas anteriormente (Gallione et al, 2004; Gallione et al,
2006). No obstante, estudios recientes demuestran la posibilidad de encontrar
mutaciones en otras regiones del gen diferentes al dominio MH2 (Gallione C et al.,
2010).

El funcionamiento normal de las proteinas derivadas de los genes ENG, ALK1 y
SMAD4 es fundamental para evitar el desarrollo de un fenotipo similar al que aparece
en los enfermos con HHT y es probable que haya diferencias en los requerimientos

habituales de las tres proteinas en los diferentes tipos de lecho vascular y tipos celulares.

Endoglina (ENG)

Los primeros estudios realizados para determinar la region del genoma donde se
encuentra la alteracion responsable de la primera variante de la enfermedad de Rendu-
Osler (HHT1; OMIM 187300), localizaron la zona afectada en el brazo largo del
cromosoma 9, entre las posiciones 9933 y 9934.1, que era la zona donde afos antes se
habia localizado el gen de la Endoglina, estableciéndose asi una relacion directa entre

ambos hallazgos y responsabilizando a este gen de la aparicion de la enfermedad.

La endoglina fue descrita en 1990 (Gougos et al, 1990) como una glicoproteina
integral de membrana tipo I, que forma un homodimero unido mediante enlace
covalente, con un peso molecular de 180 kDa, compuesto por una cadena polipeptidica
de 68 kDa y por puntos de glicosilacion de tipo nitrogenado y oxigenado. Presenta 17
residuos cisteina y la mayoria de las mutaciones descritas en este gen provocan una

inestabilidad estructural y una peérdida de funcion de la proteina.
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La proteina ENG esta compuesta de 658 aminoacidos distribuidos de la siguiente
manera: una pequefia region hidrofobica inicial (residuos 1-25), un largo dominio
extracelular (EC) que agrupa los aminoécidos 26 al 586, una region transmembrana
(TM) también hidrofobica de 25 aminoacidos y finalmente, un pequefio dominio
citosélico (CYTO) que agrupa los residuos 612 al 658 fuertemente fosforilado,

especialmente en los residuos serina (Lastres et al, 1994; Richards-Yutz et al, 2010)

El gen de la Endoglina consta de 14 exones (con el exdn 9 desdoblado en 9a 'y
9b) y, hasta la fecha, practicamente todas las mutaciones conocidas se concentran en los
primeros 12 exones (que codifican el dominio extracelular). EI nimero total de
mutaciones descritas por exon es similar en todos, excepto en los exones 1, 9b y 12, que
son de menor tamafio. En el exdn 13, responsable de codificar el dominio
transmembrana, so6lo se han descrito 3 mutaciones, mientras que en el exon 14

(responsable del dominio citoplasmatico) aun no se han descrito alteraciones (figura 4).
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Figura 4. Exones de Endoglina

La mayoria de las mutaciones descritas en el gen ENG (80%) causan codones de
parada prematuros y polipéptidos truncados. Inicialmente se pensé que estas proteinas
mutantes podrian secretarse a nivel local, ejerciendo un efecto dominante negativo,
alterando la funcién normal de la Endoglina (McAllister et al, 1994; McAllister et al,
1995). Sin embargo, los estudios posteriores mostraron que los niveles de proteina
mutada que se expresaban eran muy escasos y que, cuando lo hacian, no afectaban a la
superficie celular (Shovlin et al, 1997; Paquet et al, 2001; Pece et al, 1997). También se
ha demostrado que la mayoria de mutaciones que generan un cambio en el marco de
lectura (frame shift) o una proteina truncada, probablemente producen una pérdida de
sentido y niveles muy reducidos de mRNA, con lo que la proteina resultante sera muy
inestable (Frischmeyer et al, 1999).



24

INTRODUCCION

Hoy dia, casi todas las mutaciones de cambio de sentido (missense) se
consideran como polimorfismos (Letteboer et al, 2005; Abdalla et al, 2005; Cymerman
et al, 2003; Brusgaard et al, 2004).

Respecto a la region promotora de la Endoglina, diversos estudios han
confirmado que su actividad es estimulada por TGF-B1, sin embargo, ain no esta claro
si todas las mutaciones en esta region son responsables de HHT1 ni cuéles son sus

efectos sobre la funcion de la proteina.

ALK1 (ACVRL1)

La segunda variante de la enfermedad de Rendu-Osler (HHT2; OMIM: 600376)
fue localizada en el brazo largo del cromosoma 12, en la zona 12q13, donde se
encuentra situado el gen conocido como ALK1 (Johnson et al, 1996). Este gen se
expande durante mas de 15 kb a lo largo del gendmico y codifica una proteina de 503
aminoacidos (Berg et al, 1997; ten Dijke et al, 1993). La region codificante incluye
nueve exones, el codon de inicio se localiza en el exon 2 y el codén de parada en el
exon 10. Todos los intrones siguen la regla GT-AG excepto el intrdén 6. Se han descrito
dos variantes de la secuencia no traducida a nivel 57; en la primera de ellas, la secuencia
5°UTR forma parte del exdn 2, mientras que en la segunda, se inicia en la zona
promotora del exdn 1 mediante una secuencia de 7 bp que enlaza con el codon de inicio

del exdn 2. El resto de secuencias son idénticas (figura 5).
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Figura 5. Estructura de ALK1

ALK1 es un receptor de células de superficie tipo 1, que pertenece a la
superfamilia de ligandos TGF-p, el cual media sus acciones a través de Smad 1, 5 y 8.
Comparte con otros receptores tipo | una relativa similitud en cuanto a los subdominios
serina/treonina kinasa, presentando una pequefia region inicial de 22 aminoéacidos,
seguida de un relativamente pequefio dominio extracelular (EC) que agrupa los residuos
22 al 118, un dominio transmembrana (TM) con los residuos 119 a 141 y finalmente un
largo dominio citosolico (CYTO) con los residuos 142 a 503 (Attisano et al, 1993; ten
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Dijke et al, 1994; Richards-Yutz et al, 2010)). La region intracelular es un dominio
kinasa que, a su vez, contiene 12 subdominios con residuos altamente conservados
(Hanks et al, 1988; Abdalla et al, 2003)

Diversos estudios realizados sobre sangre extraida de cordén umbilical y otros
tipos celulares han mostrado que, cuando existe una mutacion, disminuye la actividad
de sefalizacion y se reducen los niveles de expresion de ALKL, lo que refleja la baja
capacidad de expresion de la proteina mutante formada (Abdalla et al, 2000; Lux et al,
1999)

Muchas mutaciones afectan a los codones G48-A49-W50 y C51, por lo que
estos sitios pueden considerarse “puntos calientes” por la alta concentracion de
alteraciones descritas en ellos (Abdalla et al, 2006). Existen otros residuos en el
dominio kinasa donde también se han descrito bastantes alteraciones, aungue no con

tanta frecuencia.

La mayoria de las mutaciones descritas en este gen (75%) se localizan en el
dominio kinasa intracelular (Fontalba et al, 2008; Sadick et al, 2009). El 65% de las
mutaciones descritas lo hacen en los exones 8, 7 y 3. La inmensa mayoria de
mutaciones sin sentido en este dominio ocurren en residuos que se conservan entre
ALKZ1 de diferentes especies y entre diferentes receptores tipo I. Los diferentes modelos
usados para el estudio sugieren que esta alteracién causa modificaciones en la polaridad,
carga, hidrofobicidad y tamafio de los aminoacidos sustituidos y probablemente tengan
efectos estructurales generando proteinas inestables por alteraciones en su estructura
terciaria (Abdalla et al, 2003)

Mutaciones en este gen también se han descrito en un raro grupo de pacientes
que padecian hipertension pulmonar. Estos pacientes desarrollan dilataciones vasculares
y malformaciones arteriovenosas caracteristicas de HHT, pero también arteriopatias
oclusivas tipicos de la hipertension pulmonar primaria (Trembath et al, 2001; Abdalla et
al, 2004; Harrison et al, 2003)

Debido a que tanto ALK1 como ENG son receptores endoteliales pertenecientes
a la via de sefializacion celular mediada por TGF-p, se plante6 la duda de si los niveles
de endoglina también estarian alterados en HHT2, debido a un mecanismo de

haploinsuficiencia similar al que genera HHTL1. Tras diversos resultados, se ha llegado a
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la conclusion de que los niveles de endoglina son més bajos en HHT1 que en HHT2, de
ahi que la primera variante sea mas severa, aunque también se conoce que los valores
disminuyen con la edad (Sanz-Rodriguez et al, 2004; Abdalla et al, 2006).

SMADA4

El Sindrome de poliposis juvenil y HHT (JPHT; OMIM: 175050) viene definido
por la presencia de ambas alteraciones en el mismo individuo (Gallione et al, 2004). Las
primeras publicaciones sobre la coexistencia de un desorden autosémico dominante,
caracterizado por la presencia de poliposis gastrointestinal juvenil y malformaciones
arteriovenosas pulmonares acompafado de acropaquias, data de principios de la década
de 1980 (Cox et al, 1980; Baert et al, 1983). La poliposis juvenil, factor predisponente a
padecer alteraciones gastrointestinales malignas, fue asociada con mutaciones en los
genes SMAD4 o BMPR1A (Howe et al, 1998; Howe et al, 2001). Fue en 2004 cuando
Gallione y colaboradores describieron una serie de 7 pacientes que cumplian criterios de
poliposis juvenil y de HHT, portando mutaciones en SMAD4 vy sin presentar
alteraciones en ENG ni en ALK1 (Gallione et al, 2004). Desde entonces, diversos
estudios han apoyado la idea de la existencia de una nueva variante que agrupa ambas
enfermedades en el mismo paciente y que, debido a la severidad de la sintomatologia
presentada, debe seguir los mismos patrones de deteccidon precoz que estan aprobados

para el resto de variantes de HHT (Gallione et al, 2004).

SMAD4 se compone de 552 aminoacidos y pertenece a la familia de proteinas
encargadas de modular la sefial de respuesta celular a través de la superfamilia TGF-p,
actuando como factor de transcripcion (Hahn et al, 1996). Ademas, es el Unico factor

comun de sefializacién en mamiferos conocido (co-SMAD).

Las proteinas SMAD estan altamente conservadas interespecies, especialmente a
nivel del extremo N- terminal o dominio MH1 y del extremo C-terminal o dominio
MH2. El dominio MH1 tiene propiedades de union especificas a determinados
nucleotidos y facilita el enlace de SMAD4 al extremo C-terminal fosforilado de los R-
SMADs. El dominio MH2 es el responsable de reconocer el receptor y de
oligomerizarse con otros SMADs e interactua directamente con el dominio MH1 de los
R- SMADs (figura 6)
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Figura 6. Estructura tridimensional de SMAD4

3.3. MECANISMO DE SENALIZACION CELULAR

Los diferentes genes cuya mutacion causan la enfermedad que estamos
describiendo, codifican proteinas que estan implicadas en un mismo mecanismo de

sefializacion presente en las células endoteliales y su alteracion es lo que produce la
aparicion de la enfermedad.

Dicha via de sefializacion se inicia a través de la denominada superfamilia del

factor transformador de crecimiento tipo B (TGF-P), de la que se conocen hasta el
momento tres variantes diferentes en humanos (Roberts and Sporn, 1993).
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Figura 7. Mecanismo de sefializacién en células endoteliales



INTRODUCCION

La superfamilia de ligandos TGF-B regulan diferentes funciones celulares, a
través de su unidén a receptores serina/treonina kinasa, localizados en la region
transmembrana celular y que pueden ser de tipo | o de tipo Il. En el caso de la
superfamilia TGF-B es necesario la presencia de una proteasa que active el ligando
desde su estado precursor antes de iniciar la traduccion de la sefial, accion que lo

distingue del resto de superfamilias, donde el ligando se secreta en forma activa.

Los dos tipos de receptores del TGF-B poseen una estructura similar, estando

formados por un dominio extracelular rico en cisteinas, un dominio transmemebrana y

un dominio intracelular que ejerce la actividad serina/treonina kinasa (figura 8).

|

Secuencia sefial

Regidn rica en cisteina

A

Dominio
Kinsasa
Treonina/serina

TRR-I
TBR-II

Figura 8. Estructura de los receptores TGF-f

Ademas, el receptor de TGF-B contiene unas proteinas accesorias que modulan
la trasduccién de la sefial por parte del receptor. Estas proteinas se conocen como
receptores tipo 111 y son el betaglicano y la endoglina. Ambas proteinas son receptores
transmembrana carentes de motivos enzimaticos, pero con muchos residuos de serina y

treonina.
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El mecanismo de transmision se basa en un ensamblaje cooperativo de ambos
tipos de receptores, de modo que el receptor tipo Il, que posee una gran afinidad por los
ligandos, interacciona y transfosforila el receptor tipo | mediante un contacto directo del
ligando con el extremo N- terminal del receptor tipo I, activandolo. Una vez realizado
este proceso, la sefial se puede propagar intracelularmente por dos vias diferentes, en
funcién de si intervienen en la misma otras proteinas denominadas Smad o si lo hacen
de forma independiente. En los diferentes estudios realizados se ha comprobado que en
el caso de los tres genes identificados hasta el momento implicados en HHT, el

mecanismo usado es el que depende de Smad (figura 9).

Existen tres tipos distintos de proteinas Smads: Reguladas por el receptor (R-),
Mediadoras comunes (Co) e Inhibidoras (I-). Las R-Smads (Smadl, Smad2, Smad3,
Smad5 y Smad8) son fosforiladas por el receptor tipo | en los residuos serina de su
extremo carboxi terminal (Abdallah et al., 1997). Las R-Smads activadas interactdan
con Smad4, que es una proteina del grupo Co-Smad. Este complejo actua en el nucleo,
donde participa en la regulacion de la trascripcion de los diferentes genes (Lagna et al.,
1996; Nakao et al., 1997a). Las proteinas I-Smads (Smad6 y Smad7) se encargan de
inhibir la activacion de los R-Smads por diferentes mecanismos, generandose asi un
mecanismo de retroalimentacion negativa, que permite mantener el equilibrio en la

transcripcion celular.
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Activacion de
genes

Figura 9. Via de sefializacion celular mediada por proteinas SMAD

Mientras que Endoglina actia como co-receptor relativamente especifico de las
células endoteliales para multiples complejos de receptores de la superfamilia TGF-p,
ALK es un receptor tipo I que estructural y funcionalmente podria englobarse dentro de
la familia de receptores denominados BMP. ALK puede asociarse con, al menos, dos
tipos diferentes de receptores tipo II: BMPR2 y TBRIIL. A su vez, TBRII se puede asociar
con dos diferentes receptores tipo I: TBRI (también denominado ALKS5) y con ALKI.

Endoglina es el factor que modula las consecuencias funcionales de dichas asociaciones.

ALK1 y ALKS5 activan diferentes vias de sefializacion dependientes de Smad,
que generan respuestas de la célula endotelial contrapuestas entre ellas en cuanto a la
capacidad proliferativa, migratoria y anti-angiogénica de la misma se refiere. Asi,
ALKS5 inhibe estas respuestas, mientras que ALK1 las favorece. El desequilibrio entre
ambas vias es la causante de las malformaciones vasculares, ya que la activacion

excesiva genera la neoformacion desorganizada (figura 10)
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Figura 10. Vias de sefializacion mediada por ALK

El ligando TGF-B1 puede activar tanto el complejo TPRI/ALKS como el
TBRI/ALK1, lo que ha hecho que se plantee la hipotesis del balance, estableciendose la
teoria de que todas las mutaciones en HHT provocarian alteraciones en el receptor TGF-
B de tipo I y en la via Smad, modificando, en ultimo término, la respuesta de la célula
endotelial. También se incluye en esta hipdtesis la posibilidad de que en la patogenia de
la enfermedad intervengan los ligandos BMP9 y BMP10 que, aun siendo especificos
para ALK, también pueden unirse a Endoglina, aunque los estudios mas recientes no

tienen tan claro este papel tan influyente.

Actualmente, se admite el modelo de haploinsuficiencia para explicar la
patogenia de la enfermedad. Este consiste en la tedrica insuficiente capacidad de los
genes mutados para producir una cantidad de proteina normofuncionante, cuando uno

de los alelos heredados es nulo o no funcionante.
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OBJETIVOS

Aunqgue existen estudios previos que analizan la enfermedad de Rendu Osler
Weber en pacientes espafioles, en nuestro trabajo nos hemos propuesto analizar desde
un punto de vista clinico y genético las caracteristicas de pacientes controlados en el

Hospital Universitario de Salamanca. Para ello nuestros objetivos han sido:

1. Realizar una revision de las historias clinicas de los pacientes con diagndstico de
Rendu Osler Weber realizadas en el Hospital Universitario de Salamanca
durante los Gltimos 7 afos.

2. Estudiar los genes ENG, ALK1 y SMAD4 en pacientes con diagnostico clinico
de Rendu Osler Weber para determinar la incidencia de mutaciones en las
mismas.

3. Caracterizar, mediante métodos bioinformaticos, la repercusion de las
mutaciones encontradas en los pacientes incluidos en el estudio

4. Determinar la posible existencia de correlacion fenotipo-genotipo
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1. PACIENTES

Se estudiaron 24 familias no relacionadas entre si, tomando como paciente
indice aquél que estaba diagnosticado de HHT siguiendo los criterios clinicos de
Curacao (Shovlin C et al., 2000). Los pacientes fueron debidamente informados de la
naturaleza y objetivos del estudio y a todos se les solicitd su autorizacion para la
extraccion de una muestra de sangre o saliva para realizar el estudio genético. Las
muestras fueron obtenidas previo consentimiento, siguiendo las normas legales para
Estudios Clinicos en Espafia y las del Comité de Etica del Hospital Universitario de

Salamanca.
1.1. EXTRACCION DE ADN

El ADN gendmico de alto peso molecular se extrajo a partir de sangre periférica
de los pacientes, excepto en 4 familiares, donde se extrajo a partir de una muestra de
saliva, pues la edad de los mismos era muy corta y se optd por usar un método menos

cruento.

a) Tras centrifugar y resuspender la muestra de 10 ml. de sangre periférica,
conservada a 4°C tras la extraccion, se aislo la interfase de células
leucocitarias, las cuales se resuspendieron en tampon Fornace (0.25M
sacarosa; 50mM Tris-HCI pH 7.5; 25mM KCI; 5mM MgCI2); EDTA 0.5 pH
8, que es un quelante de iones divalentes que posibilita la inactivacion de las
nucleasas; proteinasa K 20 mg/L, que degrada las proteinas; y SDS (dodecil
sulfato sodico) al 10%, que rompe las membranas celulares. Esta mezcla se
incubé a 55° C durante unas 16 horas, tras lo cual se purificO el ADN
tratdndolo con una mezcla de fenol tamponado y CIAA (cloroformo: alcohol
isoamilico 24:1). Con este proceso el ADN queda en la fase acuosa, la cual se
limpid de otros residuos mezclandola con CIAA y centrifugando para separar
las dos fases, una que contiene el ADN y otra que contiene los detritos
celulares. Tras este paso se afiadid etanol absoluto a la fase acuosa,
precipitando el ADN, que se recupero, se lavo con etanol al 70% y finalmente,
se resuspendio en ddH,O0.

b) Las células de la mucosa bucal fueron extraidas mediante hisopos sencillos,
secos (sin medio) y estériles (Aptaca). Se mezclé Fornace, EDTA (0.5 M pH:

8), SDS (1%) y proteinasa K (50 pg/mL), resultando un volumen final de 232
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uL. Se cortd el algodon del bastoncillo y se introdujo en la mezcla que fue

incubada durante dos dias a 55°C.

La concentracion y el grado de contenido proteico del ADN se calcul6 tras medir
su absorbancia a 260 y 280nm, respectivamente, en el espectrofotometro automatico de
ADN / ARN (GeneQuant, Pharmacia), siguiendo la formula:

ug de ADN /mL = (DO 260) x (factor de dilucion) x 50

El multiplicador 50 es un factor de correccion introducido, ya que la unidad de
densidad 6ptica con una luz incidente de 260nm es un valor de absorbancia que tienen
50 ug de ADN / mL.

El cociente DOygo / DOygp se utiliza para determinar el grado de contaminacion
proteica, considerando como valores adecuados un cociente entre 1.65 y 2. Valores
inferiores a los sefialados indican contaminacion por proteinas o solventes organicos,
realizandose en estos casos una nueva purificacion del ADN. Valores superiores indican
un exceso de ARN, que se elimina tratando la solucion de ADN con ARNasa y
purificando de nuevo, segun el método descrito anteriormente (Sambrook et al., 1989).

La muestra de ADN obtenida, con una concentracion aproximada entre 1000 y
1500 pg/mL, se almacené en tubos Eppendorf® a —20° C, con el fin de evitar tanto la

degradacion progresiva del ADN como la posible contaminacion bacteriana.
1.2. AMPLIFICACION DE ADN

Las muestras de ADN fueron amplificadas por PCR (reaccién en cadena de la

polimerasa).

La amplificacion se llevo a cabo en un volumen de 25 pL: 12.5 uL de Master Mix
(Promega) (ADN Taq polimerasa; dATP, dGTP, dCTP, dTTP; MgCl,); 9.5 uL de agua
libre de nucleasas; 2 uL de cada oligonucleotido cebador (sentido y anti-sentido) y 1 uL
de ADN obtenido por el método anteriormente descrito (concentracion = 0,1-
0,2pug/mL). Como control negativo se utilizd6 un tubo de reaccion con todos los

componentes excepto el ADN molde.

Para amplificar los diferentes exones de los genes, partimos de un programa

estandar de PCR, adaptado en cada caso al exon que se amplifica (tabla 2).
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Tabla 2. Programa de PCR

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95°C 5min. 1
Desnaturalizacion 95°C 30seg.
Anillamiento - 30seg. 40
Extension 72°C 30seg.
Extension final 72°C 10min. 1

Todas las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador
automatico y la manipulacion post-PCR se realiz6 en un laboratorio distinto de donde se
Ilevo a cabo la extraccion de ADN.

Los programas de amplificacion utilizados en nuestro trabajo para las diferentes
combinaciones de oligonucleétidos Gnicamente variaron en la temperatura de

anillamiento (tablas 3 y 4).

Tabla 3. Relacion de oligonucle6tidos utilizados en este trabajo para la amplificacion por PCR de los

exones 2 al 10 del gen ALK1.

Secuencia de los oligonucle6tidos

Temperatura de

Localizacion (5°-3) anillamiento
ALK1EX2F CTCTGTGATTTCCTCTGGGCA 550G
ALK1EX2R TACATTCTCCCCAGCTTCTCAA

ALK1EX3 F AGCTGGGACCACAGTGGCTGA 580C
ALK1EX3R GGAGGCAGGGGCCAAGAAGAT

ALK1 EX4 F AGCTGACCTAGTGGAAGCTGA 580G
ALK1 EX4R CTGATTCTGCAGTTCCTATCTG

ALK1EX5F AGGAGCTTGCAGTGACCCAGCA 550G
ALK1EX5R ATGAGAGCCCTTGGTCCTCATCCA

ALK1EX6 F AGGCAGCGCAGCATCAAGAT 530C
ALK1 EX6 R AAACTTGAGCCCTGAGTGCAG

ALK1EX7F TGACGACTCCAGCCTCCCTTAG 550C
ALK1EX7R CAAGCTCCGCCCACCTGTGAA

ALK1EX8 F AGGTTTGGGAGAGGGGCAGGAGT 629C
ALK1 EX8R GGCTCCACAGGCTGATTCCCCTT

ALK1EX9 F TCCTCTGGGTGGTATTGGGCCTC 62°C
ALK1EX9R CAGAAATCCCAGCCGTGAGCCAC
ALK1 EX10F TCTCCTCTGCACCTCTCTCCCAA 590G
ALK1EX10R CTACCTCTACCCAGATAGGG

F: Oligo forward (sentido) R: Oligo reverse (anti-sentido).
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exones del 1 al 13 del gen ENG.

Tabla 4. Relacion de oligonucle6tidos utilizados en este trabajo para la amplificacion por PCR de los

Secuencia de los oligonucle6tidos

Temperatura de

Localizacion (5°-3) anillamiento
ENG EX1 F ACTGGACACAGGATAAGGCCCAG
ENG EX1R AATACTTGGGGCCTGGTCCGTG 55°C
ENG EX2 F CACCTTATTCTCACCTGGCCTCTT
ENG EX2 R CTGCCTTGGAGCTTCCTCTGAG 57°C
ENG EX3 F GGGTGGCACAACCTATACAAAT
ENG EX3 R CAGAGATGGACAGTAGGGACCT 55°C
ENG EX4 F TTCCTGACCTCCTACATGGG
ENG EX4 R TTCAGCTCAGCAGCAGAGG 54°C
ENG EX5 F TGAGGGAAGGGACTGAGGTG
ENG EX5 R GTGGGGACTAGTGTCAGGGGC 58°C
GGCCTGTCCGCTTCAGTGTT
ENG EX6 F 55°C
ENG EX6 R GTTTTGTGTCCCGGGAGCTG
ENG EX7 F CCCCCTGTTCTGCCTCTCTC
ENG EX7 R CTGATCCAAGGGAGGGGAAG 55°C
ENG EX8 F ACACATATCACACAGTGACCAGC
ENG EX8 R CTAGGGGAGGAACCAGATGTC 55°C
ENG EX9A F CTCCTGATGGTGCCCCTCTCTT
ENG EX9A R TTGTCTTGTGTTCTGAGCCCCTG 55°C
ENG EX9B F GACAAGCTTGGCCATTGGTTG
ENG EX9B R AGTCCTGCTCCGGTCATACAG 52°C
ENG EX10 F ATTGACCAAGTCTCCCTCCC
ENG EX10 R GAAAGGCGGAGAGGAAGTTC 55°C
ENG EX11F GGTGGGGTGAAGAGCAGCTG
ENG EX11R GACCTGGAAGCTCCCACTTGAA 55°C
ENG EX12 F GAGTAAACCTGGAAGCCGC
ENG EX12 R GCCACTAGAACAAACCCGAG 55°C
ENG EX13 F CTCCTGATGGTGCCCCTCTCTT
ENG EX13 R CTCAGAGGCTTCACCTGGGCTCC 57°C

F: Oligo forward (sentido) R: Oligo reverse (anti-sentido).



exones del 1 al 11 del gen SMAD4

MATERIAL Y METODOS

Tabla 5. Relacion de oligonucle6tidos utilizados en este trabajo para la amplificacion por PCR de los

Localizacion Secuencia de los oligonucle6tidos Temperatura de
(5°-3) anillamiento

SMAD4 EX1 F CGTTAGCTGTTGTTTTTCACTG

SMAD4 EX1 R AGAGTATGTGAAGAGATGGAG 54°C

SMAD4 EX2 F TGTATGACATGGCCAAGTTAG 540C

SMAD4 EX2 R CAATACTCGTTTTAGCAGTC

SMAD4 EX3 F CTGAATTGAAATGGTTCATGAAC 45°C

SMAD4 EX3 R GCCCCTAACCTCAAAATCTAC

SMAD4 EX4 F CTGGGAATAGAAGCTTATTAAAAT 540C

SMAD4 EX4 R CCCCCAAGTGACTACACAT

SMAD4 EX5 F GATGACATCTATGAATGTACC 540C

SMAD4 EX5 R GCTTTTATAAAGGCTGCCTAC

SMAD4 EX6 F GTAGGCAGCCTTTATAAAAGC £40C

SMAD4 EX6 R CAGAAAACAAAGCCCTACCAA

SMAD4 EX7 F TGAAAGTTTTAGCATTAGACAAC 540C

SMAD4 EX7 R CCTGTGTTTGTCGTTTCAATC

SMAD4 EX8 F CATGGGAGGATGTTCTTTCC 540C

SMAD4 EX8 R CATGGGAAAACATAACCTTGA

SMAD4 EX9 F TATTAAGCATGCTATACAATCTG 540C

SMAD4 EX9 R CTTCCACCCAGATTTCAATTC

SMAD4 EX10 F GGCATTGGTTTTTAATGTATGGA 540C

SMAD4 EX10 R TGCTCAAAGAAACTAATCAACTGAG

SMAD4 EX11 F TGGGAAGAGATCACCCTGTC 540C

SMAD4 EX11 R

TTTTGTAGTCCACCATCCTGA
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F: Oligo forward (sentido) R: Oligo reverse (anti-sentido).

1.3 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Los fragmentos amplificados mediante PCR fueron separados, por su tamafio,
mediante electroforesis en geles horizontales de agarosa al 1-2% (Gibco-BRL)
preparados con tampon TBE (Tris 0.044 M, &cido bdrico 0.044 M, EDTA 1.0mM
pH=8.3). El primer pocillo del gel se reservé para separar, en paralelo con las muestras
a estudiar, un marcador de tamano que corresponde con el ADN del fago ®X-174
cortado con la endonucleasa Haelll. Este marcador de tamafio genera fragmentos de
1.353, 1.078, 0.872, 0.603, 0.310, 0.281, 0.271, 0.234, 0.194, 0.118 y 0.072 Kb. La
electroforesis se llevd a cabo con una diferencia de potencial constante de 120 voltios

durante 40 minutos.

Para monitorizar la migracion del ADN en el gel utilizamos dos colorantes que se

incluyeron en el tampdn de carga: el xyleno cianol, que migra aproximadamente con los
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fragmentos de 5 Kb en un gel de agarosa al 0.8%, y el azul de bromofenol, que migra

aproximadamente con los fragmentos de 0.5 Kb.

Tras la electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron en el gel de
agarosa utilizando Sybr Safe® (0,5 puL/mL), que actla intercalandose entre las bases
nitrogenadas del ADN y emitiendo fluorescencia al ser expuesto a la luz UV (254nm).
Los resultados obtenidos fueron almacenados mediante un sistema de fotografia digital
(Kodak DC40) acoplado a un programa informatico de tratamiento de imagenes (Kodak
Digital Science 1D) (fig.11).

Figura 11. Electroforesis de fragmentos amplificados por PCR.

1.4. SECUENCIACION AUTOMATICA

Se llevé a cabo en un secuenciador ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied
Biosystems) en el Servicio Central de Secuenciacion de la Universidad de Salamanca.

Para la preparacion de las muestras, se purificaron las PCRs para obtener el
fragmento correspondiente a cada exon con el kit comercial High Pure Product
Purification Kit de Roche, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se prepard una
muestra con el oligo sentido y otra con el oligo antisentido usando 40-60 ng del ADN
amplificado con 3pmol del oligonucleétido correspondiente, logrando un volumen final

de 8uL de reaccidn.
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1.5. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS SECUENCIAS

El disefio de oligonucledtidos especificos para PCR o secuenciacion se llevé a

cabo con el programa Oligo 4.05 Primer Analysis Software (National Biosciences, Inc.).

La lectura y tratamiento de las secuencia automaéticas se llevo a cabo con ayuda

del programa Chromas lite (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html).

Para la actualizaciéon bibliografica se utilizd la base de datos Medline de la
Nacional Library of Medicine (http://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi).

Para determinar si las mutaciones encontradas eran conocidas o0 no, se usoé la base
datos publicada en internet, que agrupa todas las alteraciones encontradas para esta

enfermedad (http://www.hhtmutationdatabase.com), asi como la base de datos The

Human Gene Mutation Database at the Institute of Medical Genetics in Cardiff
“HGMD?” (http://www.hgmd.cf.ac.uk)

1.6. ESTUDIOS POBLACIONALES

Para llevar a cabo la confirmacion de la patogenicidad de las mutaciones no
descritas en la literatura y con el fin de descartar que la alteracion se deba a un
polimorfismo presente en la poblacién espafiola, se procedié a su estudio en 100
pacientes control, tomados al azar, mediante la técnica de analisis de los fragmentos
amplificados por Heteroduplex. Para ello usamos la técnica descrita por Orita, con

algunas modificaciones (Orita et al., 1989). El gel fue tefiido con nitrato de plata.

El paso inicial del anlisis consiste en desnaturalizar el producto de PCRa 95°Cy
volver a renaturalizarlo, para permitir la formacién de heterodlplex (apareamiento
entre cadenas que difieren en su secuencia) en el caso de individuos heterocigotos
(fig.12). Heteroduplex y homoduplex migran de manera diferencial en geles de

acrilamida (fig.12).
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Figura 12. Formacion de heteroduplex tras la desnaturalizacién y posterior renaturalizacion del producto
de PCR en un individuo heterocigoto.
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Los geles para electroforesis fueron hechos con MDE ™ 2X (AT Biochem, Inc.
USA), que es un polimero modificado derivado del vinilo. Se utilizaron las siguientes
cantidades para preparar cada gel: agua destilada 7.705mL, formamida 99% 5.98mL,
etilenglicol 99% 4.025mL, TBE 10X 2.415mL, MDE ™ 2X 20.125mL, TEMED (N, N,
N, N’ Tetrametilendiamina) 36.8 uL, AMPS 25% 138 uL. La electroforesis se llevo a
cabo a 180 voltios durante aproximadamente 21 horas (el tiempo varia dependiendo del
tamano del fragmento de PCR).

Para la tincion de plata se utilizo el kit comercial DNA Silver Staining Kit de
Amershan Pharmacia, con un volumen de 250mL, siguiendo las instrucciones del

comerciante.

Los fragmentos de PCR de un mismo exon de distintos pacientes, con distintos
patrones de migracion en el gel de acrilamida, fueron posteriormente secuenciados (fig.
13).

g"".ﬁ -~ & > =
= -4

**%%%%ag%if
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Figura 13. Heteroduplex sin alteraciones correspondiente al exon 3 del gen ALK1
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Posteriormente, también se realizd un estudio In Silico de las mutaciones missense
no descritas, buscando conocer el comportamiento tedrico de las mismas en los genes y
su grado de implicacion en la funcién de la proteina. Para llevarlo a cabo se usaron los

siguientes programas informaticos:
+ PolyPhen (http://www.bork.emblheidelberg.de/Polyphen)

Predice el posible impacto de una sustitucion aminoacidica en la estructura y
funcién de una proteina humana, empleando consideraciones fisicas y comparativas.
Para llevar a cabo la prediccion realiza un alineamiento de secuencias pertenecientes a
proteinas homdlogas en las especies que se encuentran descritas en BLAST. El
resultado del mismo es empleado por el software PSIC (Position Specific Independent
Counts) para calcular la matriz del perfil. Los elementos de la matriz (valores del perfil)
son ratios logaritmicos que indican la probabilidad de que en una posicién determinada
se encuentre un aminoécido, frente a que este aminoacido se localice en cualquier
posicion (frecuencia de fondo). PolyPhen analiza los valores absolutos de la diferencia
entre los valores de perfil de las dos variantes alélicas en la posicion polimorfica. Un
valor muy alto de esta diferencia podria indicar que la sustitucion estudiada aparece

poco o nada en la familia de proteinas.

Los resultados del estudio pueden determinar que el cambio es:
- Probablemente patogénico: existe una gran probabilidad de que afecte a la
estructura o a la funcion de la proteina
- Posiblemente patogénico: se cree que podria afectar a la funcién o
estructura proteica
- Benigno: es muy probable que carezca de efecto fenotipico
- Desconocido: en algunos casos, cuando por carencia de datos no se puede

hacer una prediccién

PolyPhen también muestra un nimero de secuencias alineadas en la posicién de
busqueda para el analisis de la conservacion interespecie ordenadas de mayor a menor

homologia en la secuencia de la proteina dada.
4+ SNPS3D (hhtp://www.snps3d.org/)

Este programa basa su prediccion en la hipotesis de que muchos SNPs

patogénicos afectan a la funcion de la proteina disminuyendo su estabilidad. Emplea el
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software SVM (support Vector Machine) para encontrar el patron de diferenciacion
entre los SNPs asociados a enfermedad y los neutrales. La tasa de falsos positivos y
negativos es de 15% y 26%, respectivamente.

También emplea un segundo modelo que se basa en el analisis de la homologia de
secuencia en familias de proteinas relacionadas con proteinas humanas. El nivel de
conservacion de una posicion y la probabilidad de observar una variacion en una familia
hace posible distinguir entre mutaciones patogénicas y neutrales, con unas tasas de
falsos positivos y negativos del 10 y 20%, respectivamente.

Un resultado positivo para el valor de SVM indica que se trata de una variante
clasificada como neutral, mientras que un valor negativo la identifica como un cambio
patogénico. Cuanto mayor es el valor, mas probable es la clasificacion. La precision es
significativamente mayor cuando los valores estan por encima de 0,5 o por debajo de -
0,5. Para las variantes que afectan mas a la funcién de la proteina que a la estabilidad, el
modelo de estabilidad es positivo y el modelo del perfil debe ser negativo. La precision

es significativamente mayor cuando los dos métodos coinciden.
4+ Pmut (http:// mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut)

Este programa predice si una mutacion puede ser patogenica o neutral. Se basa
en las caracteristicas de la secuencia y en un software de una o dos redes neurales NN
(neural network) que emplean bases de datos internas y predicen la estructura
secundaria y la conservacion de la secuencia. En los resultados proporciona una
respuesta afirmativa o negativa y un indice de credibilidad. Estos resultados varian en
un rango de 0 a 1, donde un valor 0 indica que la mutacion es neutral, mientras que los
valores més altos indican patogenicidad. También permite relacionar la mutacion con la
estructura proteica. La tasa de error de esta prediccion oscila entre un 12 y un 21% para
los falsos positivos y entre un 10 y un 17% para los falsos negativos.

4+ SIFT (http://sift-dna.org)

Este programa es una herramienta que clasifica las sustituciones de aminoacidos
en una proteina y predice si estos cambios provocaran un efecto en el fenotipo. Se basa
en la premisa de que los aminoécidos importantes de una proteina estan conservados en
la evolucidn, por lo que los cambios en los mismos deben afectar a la funcionalidad de

la proteina. Con una secuencia proteica dada, SIFT escoge proteinas relacionadas y



MATERIAL Y METODOS [ZERD

forma un alineamiento multiple de éstas y basandose en los aminoacidos presentes en
cada posicion del alineamiento, realiza una prediccién de las sustituciones que afectaran
a la proteina. Las sustituciones en una posicién conservada en el alineamiento seran
consideradas “no toleradas” para la mayoria de los cambios, mientras que las posiciones
que no estan conservadas en el alineamiento tolerardn mejor los cambios de

aminoacido.

Esta premisa se realiza calculando las probabilidades normalizadas para todas
las posibles sustituciones del alineamiento. Las sustituciones con una puntuacion menos
de 0,05 seran clasificadas como deletéreas y las puntuaciones mayores o iguales a 0,05,

“tolerables” o neutrales.

La precision en las predicciones de SIFT oscila entre 60-80%, obteniéndose un
30% de falsos positivos, aproximadamente. No obstante, la precision de las

predicciones depende del alineamiento que se obtenga en cada caso.
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Hemos estudiado 24 familias, estableciéndose como caso indice aquél que

cumplia, al menos, 1 de los 4 criterios de Curacao ya descritos.

La distribucion por sintomas presentados en el momento del diagndstico se
establece en la figura 14:

B Epistaxis
Telangiectasias
Ant. Familiares

u MAV

0 5 10 15 20 25

Figura 14. Distribucion de pacientes por sintomas

Como puede observarse, la totalidad de los pacientes presentaban epistaxis en el
momento del diagndstico, hallazgo en consonancia con lo descrito hasta el momento en
otras series, donde se considera este sintoma como el mayoritariamente presente en
todos las personas afectas de este sindrome. Junto a este sintoma, una gran mayoria de
los pacientes presentaban telangiectasias en lugares tipicos (figura 15a), apareciendo
predominantemente en los labios, seguido de la zona malar, los dedos de ambas manos

y ya con menor frecuencia, en lengua, paladar y pabellén auricular (figura 15b)

De los 12 casos que presentaban familiares con lesiones sugerentes de HHT,
solo uno referia que su hermana habia sido estudiada en otra unidad genética diferente a
la nuestra. Sin embargo, los datos obtenidos fueron Unicamente verbales, sin tener
acceso a ningun informe oficial donde se estableciese el diagndstico clinico ni genético,
por lo que el estudio que llevamos a cabo se hizo como si el diagnostico fuera “de
novo”, aplicando el mismo protocolo de actuacion que en el resto de los casos

presentados.
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B Ausentes
Desconocido
Figura 15a. Pacientes con telangiectasias
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Figura 15b. Localizacion de telangiectasias

11 de los 24 casos presentaban en el momento del diagndstico algin tipo de
malformacion arteriovenosa mayor (MAV) en los drganos considerados diana de esta
enfermedad (pulmon, cerebro, tracto gastrointestinal y mucosa nasal). De todos ellos,
predominaron las lesiones a nivel digestivo (6 casos, 3 de ellos con lesiones a nivel
hepético exclusivamente), recibiendo diferentes tratamientos en cada caso dependiendo
del momento histérico en que fueron diagnosticadas. S6lo un paciente presentaba una
lesion a nivel nasal, que habia sido embolizada muchos afios atras, después de ser
considerada como un hallazgo casual sin relacionarlo con otros sintomas que iria

desarrollando el paciente con la edad.

En el caso de las malformaciones cerebrales, el Unico paciente que las
presentaba aun no habia recibido tratamiento alguno en el momento de solicitar el
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estudio genético y habia padecido un ingreso por crisis convulsivas asociado a

hemorragia subaracnoidea aguda.

De los 3 pacientes que presentaban malformaciones pulmonares, s6lo tenemos
datos de un caso que estaba siendo tratado en el momento del diagnéstico mediante

embolizacion y colocacion de “coils” que obliteraran la lesion (figura 16).

10

0 . . — ..

Digestivas Pulmonares Cerebrales Nasales

Figura 16. Localizacion de las MAVs en 6rganos diana

Una vez determinadas las caracteristicas clinicas de los diferentes pacientes,
realizamos el estudio molecular mediante la bdsqueda de mutaciones, analizando los
genes Endoglina (ENG), ALK1 (ACVRL1) y SMADA4. El orden de busqueda en cada
familia se establecié en funcion de la clinica presentada y la edad de inicio de los
sintomas. En aquellos casos en los que no se disponia de informacién clinica precisa, el
estudio se inicié por ALK1 pues, segln se describe en la literatura, es el gen mutado
con mas frecuencia en los pacientes nacidos en los paises del area mediterranea. En
todos los casos, el estudio se realizd mediante secuenciacion directa de todos los exones

codificantes de cada gen.

En nuestro trabajo hemos encontrado un total de 20 mutaciones, de las cuales 14
han sido descritas previamente por otros grupos (tablas 6a y 6b) y 6 eran desconocidas
(tablas 7a y 7b). Entre las ya descritas, 6 eran patogenicas, 4 localizadas en la region
exonica y 2 en regiones intronicas implicadas en el procesamiento del ARN. El resto de
mutaciones conocidas estan descritas como polimorfismos y se localizan tanto en region

intrénica (4 casos), como exdnica (4 casos)

De las 5 mutaciones no descritas hasta el momento, 4 se localizaron en exones y

una en zona intrénica alejada de la region codificante. De las 4 exdnicas, una se localizo
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en el exon 14, en dos hemos realizado estudios bioinformaticos para determinar su
caracter y la restante era una delecion de pequefio tamafio. La mutacion en la posicién
+22 de la zona intronica se consideré como un polimorfismo, ya que estaba presente en

varios individuos, incluyendo alguno que presentaba otra mutacion patogénica.

Tabla 6a. Mutaciones patogénicas conocidas

Paciente Mutacion Mutacion Referencia
. Gen Exon o )
Indice cDNA Proteina bibliografica

Fontalba et
17853 ALK1 Intrén 9 €.1378-1 G>T r.spl
al,2008
Berg JN et al,
19988 ALK1 7 c.924 C>A p.C308X
1997
Gallione et al,
22530 ENG Intrén 3 c.361-2 A>G -
1998
Kim 1J et al,
19822 SMADA4 8 c.1082 A>G p.R361H
2000
Lenato et al,
23043 ALK1 6 €.656G>A p.Gly219Asp
2006
Lesca et al,
23120 ALK1 8 c.1135G>A p.Glu379Lys 2004

Tabla 6b. Polimorfismos conocidos

NUmero de Mutacion Mutacion Referencia
Gen Exon o )
casos cDNA Proteina bibliogréfica
Olivieri et al,
15 ALK1 Intrén 3 c.313+11 C>T -
2002
Shovlin et al,
3 ENG 8 c.1029 C>T p.T343T
1997
€.1377+45 Gedge F et al,
16 ALK1 Intrén 9 -
T>C 2007
Shovlin et al,
2 ENG 1 c.14 C>T p.T5M
1997
Abdalla et al,
3 ALK1 Intrén 1 c.1-38 C>T -
2003
2 ENG 8 c.1038 C>T p.T343T
5 Gedge F et al,
1 ENG Intrén 3 ¢.360+21 C>T -
2008
Shovlin et al,
2 ENG 2 c.207 G>A p.L69L

1997
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16678
17580
18013
12241

N2 de casos

Tabla 7a. Mutaciones no conocidas

Mutacion
Gen Exén
cDNA
ALK1 3 c.244 C>A
ENG Intron 11 c.1686+1 G>A
ALK1 6 c.641 G>A
ENG 9A €.1256_1268del13

Tabla 7b. Polimorfismos no conocidos

Mutacion
Gen Exén
cDNA
ENG 14 ¢.1893 C>T
ENG Intrén 9B €.1311+22 insT

PACIENTE 17853 (ALK-1 ¢.1378-1 G>T; r.sp1)

RESULTADOS

Mutacion
Proteina

p.T82P

p.G214A
p.S419MfsX490

Mutacion
Proteina

p.S630S

El probando es una mujer de 61 afios de edad, natural de la provincia de Zamora

(Castillay Ledn, Espafia), de raza caucasica, con antecedentes personales de
enfermedad celiaca, que mantenia revisiones periodicas en el Servicio de Aparato

Digestivo del Hospital Universitario de Salamanca (HUS) por este motivo.

En la historia clinica refiere epistaxis de repeticion que se habian iniciado en

hematies.

torno a los 40 afios de edad, acompafiadas por la aparicién progresiva de telangiectasias
en labios, lengua y &rea malar. Las epistaxis le habian producido cuadros de anemia

severa que, en alguna ocasion, habian requerido transfusion de concentrados de

Su madre, su hermana, dos de sus hijos y varios sobrinos presentaban

manifestaciones clinicas compatibles con HHT (figura 17).
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/ 17853

TI1

21490 18283 18284

Figura 17. Arbol genealdgico del probando 17853

Se realizaron exploraciones complementarias con el fin de hallar

malformaciones vasculares que mostraron:

a)

b)

TC abdominal: estructuras vasculares en hilio hepético y peripancreético, con
aumento de calibre en tronco celiaco y arteria hepéatica, compatible con fistula
arteriovenosa (figura 18)

Angiografia hepatica: dilatacion arteria hepatica y sus ramas. Pequefias
telangiectasias intrahepéticas

Endoscopia: varices esofagicas. Lesiones vasculares en estbmago y duodeno
Colonoscopia: hemorroides. Telangiectasias en colon

Biopsia hepatica: lesiones vasculares multiples

Figura 18. Corte axial de TC abdominal donde se observa malformacién vascular hepatica
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Dada las caracteristicas clinicas de la paciente, se decidié incluirla dentro del
grupo HHT-2 y en consecuencia, iniciar el estudio por el gen ALK1 para lo que se
amplificaron los 9 exones codificantes del gen ALK1 con los oligonucle6tidos descritos
en el apartado de material y métodos. Los fragmentos amplificados fueron separados
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%.

Para confirmar la existencia de mutaciones, procedimos a la purificacion de los
fragmentos de PCR y a su secuenciacion, encontrando una alteracion en el intron 9 del
gen ALK1 (figura 19):

910 920
CCAACCCCCAG
1 N

s Al 44 )

Figura 19. Cromatograma del exén 10 del gen ALK1 en paciente 17853 donde se observa mutacion en
heterocigosis

La alteracion encontrada consiste en un cambio de base en la posicién 1378-1 de

una Guanina (G) por una Timina (T).

Una vez encontrada la alteracion, se amplio el estudio familiar realizandose el
analisis en sus 3 hijas, encontrando la mutacion en dos de ellas que cumplian tres

criterios de Curacao, aunque ninguna presentaba aparentemente AVM (tabla 8):
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Tabla 8. Estudio mutacional en descendientes paciente 17853

FAMILIAR CRITERIOS MUTACION
CURACAO
18283 3 Ausente
18284 1+2+3 Presente
21490 1+2+3 Presente

1.Epistaxis; 2. Telangiectasias; 3. Historia familiar; 4. Malformaciones arteriovenosas

Esta mutacion esta descrita previamente en poblacion espafiola y es considerada

como patogénica (Fontalba A et al, 2008).

PACIENTE 16678 (ALK-1 c.244 C>A; p.T82P)

El probando es una mujer de 61 afios de edad, natural de la provincia de
Salamanca (Castilla y Leon, Espafia), de raza caucasica, con antecedentes personales de
asma bronquial y artrosis, alérgica a las picaduras de abeja, que mantenia revisiones
periddicas en el Servicio de Digestivo del Hospital Universitario de Salamanca (HUS)

por episodios de hemorragia digestiva alta de repeticion (HDA).

Los sintomas de la enfermedad comenzaron cuando tenia 33 afios,
manifestdndose como hemorragia digestiva alta (HDA). Al realizar gastroscopia se
comprobo la presencia de una lesion en la mucosa del cuerpo géstrico. Con los afios se
fueron haciendo frecuentes los episodios de epistaxis y la aparicion de telangiectasias en
varios dedos de la mano, motivo por el que consulto con el Servicio de Dermatologia
del HUS, quien realiza el diagnéstico clinico de la enfermedad tras la realizacion de
biopsia de varias de las lesiones descritas. Con el tiempo, las lesiones fueron

apareciendo también en lengua y cavidad oral.

Dos de sus hijos y dos nietos presentaban manifestaciones clinicas compatibles

con diagndstico de HHT (figura 20).
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Figura 20. Arbol genealdgico paciente 16678

La paciente ha sufrido numerosas HDA a lo largo de su vida, realizandose
diferentes gastroscopias en las que se visualizaron numerosas lesiones vasculares que,

en alguna ocasion, requirieron coagulacion con laser de Argén (figura 21).

Figura 21. Imagenes de malformaciones vasculares en mucosa gastrica

El rastreo de otras manifestaciones vasculares mostro:

a) O.R.L.: ectasias vasculares en area de Kiesselbach

b) Oftalmologia: atrofia peripapilar y esclerosis vascular en ojo derecho. No signos
de retinopatia hipertensiva.

c) Transito intestinal: sin hallazgos

d) Ecografia abdominal: tamafio normal. Multiples imagenes sugerentes de fistulas
arterio-venosas, sin definir lesiones focales. Dilatacion leve de vena cava y
arterias suprahepaticas (figura 22)

e) TC cerebral: sin hallazgos

f) R.M.N.: sin hallazgos
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Figura 22. Fistulas arteriovenosas hepaticas

Dada las caracteristicas clinicas de la paciente, se decidié incluir dentro del

grupo HHT-2 y, en consecuencia, iniciar el estudio genético por el gen ALK1.

Tras la purificacién de los fragmentos de PCR y su secuenciacién, encontramos
una mutacion en el exén 3 del gen ALK1 (fig. 23):

1030 1040 1050
CGGGGCGCCCCNCCGAGTTCGTCAA

L TN -

Figura 23. Mutacidn encontrada en el exon 3 del gen ALK1 en paciente 16678

La alteracion encontrada consiste en un cambio de base en la posicion 244 del
cDNA, de manera que donde debia existir una Cisteina (C), encontramos una Adenina
(A). Este cambio también afecta a la proteina, pues cambia el aminoécido del codon 82,
de manera que en vez de Treonina (Thr/T) encontramos una Prolina (Pro/P) en su lugar.

El estudio posterior de los 3 hijos y 2 de sus nietos puso de manifiesto la
presencia de la mutacion en dos de los hijos y en uno de los nietos (tabla 9):
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Tabla 9. Estudio mutacional en descendientes paciente 16678

FAMILIAR CRITERIOS MUTACION
CURACAO
16717 1+2+3 Presente
16718 3 Ausente
22911 1+2+3 Presente
22912 - Ausente
22913 - Presente

1.Epistaxis; 2. Telangiectasias;3. Historia familiar; 4. Malformaciones arteriovenosas

La mutacion no esta descrita en las bases de datos ni ha sido publicada
previamente, por lo que se decidié realizar un estudio poblacional para intentar

descartar que la alteracion encontrada no fuera un polimorfismo poblacional.

Dicho estudio se realizO sobre una muestra de 100 individuos sanos,
seleccionados aleatoriamente en la poblacion general, mediante analisis de
heterodlplex, no encontrandose la alteracién en ningun caso (figura 24)

Figura 24. Heteroduplex de exon 3 del gen ALK1
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Como la mutacién encontrada es de tipo “missense” y desconociamos su efecto
sobre la proteina, se realiz6 un estudio “in silico” con la intencidén de predecir si su
efecto es patogénico y en consecuencia, capaz de inducir la expresion fenotipica de la
enfermedad. Para llevarlo a cabo, usamos las herramientas bioinformaticas descritas en
el apartado de material y métodos. Como mostramos en la tabla 10, todos los programas

consideran la alteracion como neutral o no patogénica.

Tabla 10. Estudio “in silico” para mutacién T82P

POIyPhen = =

T82P N 0.002 0.1783

El estudio de conservacion del amonodcido entre especies muestra que no es
estable y aunque la prolina no aparece en ninguna especie, podemos suponer que su

alteracion no tendra efectos importantes (figura 25).

QuERY: {rk
reflXP_534796.2| PREL similar to Seril ine-protein ... T
ref[XF _001145379.1 PREDICTED: activin A receptor type IHike 1... TE
ref|NF_071886.1 activin A receptor type I1Hike 1 [Rattus norve... TE
r=f|MF_001078248.1]  hypothetical protein LOCS245626 [Bos taurus] ... TE
r=f[NE 0010173571  activin A receptor, type | [{enopus tropical... C s
gblAACSBE06.1 type | TGF B receptor [Gallus gallus] CFQVYEQTCETER 8
ref|NF 571420 1 activin receptor-like kinase & [Danio reric] »g... CPASKEMTCSATR S
ref|lXP 856114.1 PREDICTED: similar to activin A type | receptor... CFQVYEQTCETER 8
r=f[XF _001373601.1] PREDICTED: similar to serine kinase receptor... CFQVYEQTCETER 8
reflXP 856199.1 PREDICTED: similar to activin A type | receptor... CFQVYEQTCETER 8
mb|CAGOS3ZT 1 protein igroviri CFEVYEQTCETER 8
ablAAI00044 1 Acvrl1 protein [Danio reria] 71 CFQT-REQCYVFR I
gblAAB40072.1 activin receptor-like kinase [Papio hamadryas] =
ref[XP_S70020.1 PREDICTED: similar to CG1831-PA, isoform A [Tri_.. = .
gblEAT25898 .1 activin receptor type |, putative [Aedes aegypti] - . .EDQYGHESVS CTTTHEQLCERH} § FTYNIECCTGDYCNHNGTFPALPEVE. . .
emb|CACBE283 .1 activin-like type 1 receptor [Crassostrea gigas] - ..
2blAAADEETE 1 saxophone protein >gi[746132|prf|[20172148 recept . . .. D.DCQVQESS CCSTSEDGLST ] FVNVVCCAGDYCNEGDFLEFDSND. . .
mblCAFS7400.1 protein product igrowiris -
r=flXF 001280322.1]  GA15112-PA [Drosophila pseudoobscura] »gi|54... . =
refXP_208147.3) ENSANGP00000020732 [Anopheles gambiae str. PEST... . . . -
reflXP 794984.2| PREDICTED: similar to activin receptor like kin... - .
reflxP 871326.1 PREDICTED: similar to CG8224-PA, isoform A [Tri... S5 EFVMECCENEDYCN-—-VHLSPELMQ. . .
refl[NP _001032772.1 hypothetical protein LOC560578 [Danio rerio]... - JHSSCQIVIQERQUIQODDLYPED! F HPYCCNITHMCNENPEVIPEL——. ..
BIEAT47164.1 activin receptor type |, putative [Aedes aegypti] t— | CAIDFCNHNE--LLQLPE. ..

Figura 25. Conservacién aminoacido Treonina en diferentes especies

PACIENTE 19988 (ALK-1 c.924 C>A; p.Cys308X)

El probando es un varon de 53 afios de edad, natural de la provincia de
Salamanca (Castilla y Leodn, Espafia), residente habitual en la zona norte de Francia, de
raza caucésica, con antecedentes personales de consumidor habitual de grandes
cantidades de alcohol diarias, que acude al Servicio de Urgencias del Hospital
Universitario de Salamanca (HUS) por epistaxis masiva no controlable en el centro de
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Salud al que pertenece el nucleo rural donde pasaba sus vacaciones, necesitando

permanecer ingresado en la planta de O.R.L. durante 48 horas.

El paciente refiere epistaxis de repeticion que se habian iniciado en torno a los
20 afos de edad, acompafiadas de la aparicién progresiva de telangiectasias en dedos de
la mano. Las epistaxis le habian producido cuadros de anemia severa que, en alguna
ocasion, habian requerido transfusion de concentrados de hematies y habia sido tratado
en dos ocasiones con embolizacion a nivel nasal (Ultima en 1992). Durante afios fue
tratado con &cido tranexamico via oral, siendo efectivo y disminuyendo la frecuencia de
las epistaxis; sin embargo, éstas se reproducian siempre que viajaba de vacaciones a su

pueblo, relacionandolo con una mayor sequedad ambiental.

Entre los antecedentes familiares del paciente, refiere epistaxis en su hijo y uno

de sus nietos (figura 26).

EH

19988

Figura 26. Arbol genealdgico paciente 19988

Dado que el diagnostico clinico fue realizado en Francia y no hemos podido
acceder a su historial, carecemos de informacion relacionada con posibles
malformaciones vasculares mayores. Durante sus ingresos en Espafia no se le realizaron

pruebas, excepto analiticas de control que eran normales.
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Dada las caracteristicas clinicas de la paciente y la escasa informacion
disponible, decidimos realizar estudio de ambos genes ALK1 y ENG, amplificAndose
los 9 exones codificantes del gen ALK1 y los 13 correspondientes al gen ENG

. La secuenciacion del gen ALK1 puso de manifiesto la presencia de una

mutacion en el exdn 7 de este gen (figura 27)

170 180 190 200
'TGTGTCCGCGGCATG AGGCCTGGCGCACCTGC A

Figura 27. Mutacion encontrada en el paciente 19988

La alteracién encontrada consiste en un cambio de base en la posicién 924 del
cDNA, de manera que donde debia existir una cisteina (C), encontramos una Adenina
(A). Esto se traduce en la formacion de un coddén de parada, lo que impide la

transcripcion correcta de la proteina (p. Cys308X)

Una vez encontrada la mutacion, se propuso ampliar el estudio a los
descendientes familiares del paciente, lo cual fue rechazado debido a que todos vivian

en Francia y prefirieron realizarlo en su localidad de residencia.

La mutacion encontrada esta descrita previamente como patogénica (Berg JN et
al, 1997)

PACIENTE 17580 (ENG c.1686+1 G>A)
El probando es una mujer de 34 afios de edad, natural de la provincia de
Salamanca (Castilla y Leon, Espafia), de raza caucasica, sin antecedentes personales de

interés, que acude al Servicio de Radiologia del Hospital Universitario de Salamanca
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(HUS) para realizacion de pruebas de imagen para descartar lesiones pulmonares, ya
gue habia sido diagnosticada clinicamente de la enfermedad en su ciudad de residencia
(Valladolid, Espafia)

La paciente presentaba epistaxis frecuentes desde la infancia, con telangiectasias
en lugares caracteristicos. Tras consultar con especialistas en Medicina Interna decidio
iniciar estudio de despistaje con el fin de detectar posibles malformaciones
arteriovenosas. Aungue carecemos de los informes de las pruebas realizadas a la
paciente, por la entrevista confirmamos la presencia de mdaltiples malformaciones
vasculares pulmonares, que habian requerido embolizacion en un hospital diferente al

nuestro.

Entre los antecedentes familiares del paciente, refiere epistaxis en uno de sus 4

hijos, sin reconocer ascendentes afectados (figura 28)

badno e o

21739 21740 21741 21742 21743 17580

ue!

22333 22334 22331 22332

Figura 28. Arbol genealdgico paciente 17580

Dado el inicio precoz de los sintomas, asi como el grado de afectacion visceral,
decidimos iniciar el estudio por el gen Endoglina. La secuenciacion de este gen permitio

encontrar una mutacion en el intron 12 de ENG (figura 29):
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280 290 300
GGG TCTCAAGACCAGATG AGTGGGGCCTGGG
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Figura 29. Alteracion molecular hallada en el paciente 17580

La mutacion encontrada consiste en un cambio de base en la posicion
1686+1 del cDNA, de manera que donde debia existir una Guanina (G), encontramos
una Adenina (A).

El estudio familiar puso de manifiesto que dos de sus hijos eran portadores de la
mutacion (tabla 11):

Tabla 11. Familiares de 17580 estudiados y sus resultados

FAMILIAR %IBI;EEA%S MUTACION
21739 3 Ausente
21740 3 Ausente
21741 3 Ausente
21742 3 Ausente
21743 3 Ausente
22331 3 Presente
22332 3 Presente
22333 3 Ausente
22334 3 Ausente

1.Epistaxis; 2. Telangiectasias;3. Historia familiar; 4. Malformaciones arteriovenosas
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La mutacion encontrada no esté descrita previamente.

PACIENTE 18013 (ALK-1 c.641 G>A; p.Gly214Asp)

El probando es una mujer de 36 afios de edad, natural de la provincia de
Salamanca (Castilla y Ledn, Espafia), de raza caucasica, con antecedentes personales de
migrafias con y sin aura, que mantenia revisiones periddicas en el Servicio de
Neurologia del Hospital Universitario de Salamanca (HUS) por este motivo. En una de
sus multiples revisiones, refiere padecer episodios de repeticion consistentes en
alteraciones sensitivo-motoras en ambos hemicuerpos, que afectaban en ocasiones al
lenguaje y de los que se recuperaba de manera espontanea en un breve periodo de
tiempo, sin secuelas. Se realizaron estudios de neuroimagen donde se encontré una
imagen de infarto asintomatico parietal izquierdo e hiperintensidades puntiformes en

sustancia blanca profunda de l6bulo frontal izquierdo.

A raiz de una intervencion quirdrgica de varices en miembros inferiores, se le
practicé una Rx térax donde se observaba una imagen que requirié la realizacion de TC
pulmonar, que confirmd que se debia a una malformacion arterio-venosa pulmonar en

base izquierda.

Posteriormente, se le realizé test de burbujas mediante doppler transcraneal,
evidenciando microsefiales en ACM bilaterales, sugerentes de comunicacion derecha-

izquierda pulmonar.

Comentados los hallazgos con la paciente, se decide indagar méas en su historia
familiar y personal, destacando Unicamente la presencia de epistaxis espontaneas desde
la infancia, pero no se describen telangiectasias.

Ningun otro familiar presenta sintomatologia, a excepcion de migrafias sin aura

y adenocarcinoma de mama en su madre (figura 30)
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Figura 30. Arbol genealdgico paciente 18013

Tras la sospecha clinica de padecer HHT, se decide realizar R.M.N. intentando

evidenciar alguna malformacion vascular a ese nivel (figura 31)

Figura 31. R.M.N. cerebral sin hallazgos valorables

Dada las caracteristicas clinicas de la paciente, se decidié incluirla dentro del
grupo HHT-2 y estudiar el gen ALK1. Una vez realizada la secuenciacion de los

diferentes exones, encontramos una mutacién en el exon 6 (figura 32)
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870 880 890
GGAAAAGGCCGCTATGHCGAAGTGTGGCGGGGC

Figura 32. Mutacidn encontrada en el exon 6 de ALK-1 en paciente 18013

La alteracidn encontrada consiste en un cambio de base en la posicién 641 del
cDNA, de manera que donde debia existir una Guanina (G), encontramos una Adenina
(A). Esto afecta a la transcripcion proteica, de manera que donde debia existir una
Glicina (Gly/G), existe una Acido Aspartico (Asp/D) en su lugar (p. Gly214Asp).

La mutacién encontrada no esta descrita previamente; por ello se realizé un

estudio poblacional sobre 100 individuos sanos empleando la técnica del heterodiplex
no encontrandolo en ningun caso (figura 33)
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Figura 33. Heteroduplex de ex6n 6 de ALK-1

Debido a que la mutacién es de tipo “missense”, se decidio realizar estudios “in

silico” que permitieran predecir el comportamiento tedrico sobre la proteina. Como
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puede observarse en la tabla 12, todos los programas predicen la mutacion como

patogénica, excepto PMut, que la considera neutral.

Tabla 12. Resultados de estudios in silico para la mutacion

G214D 2.436 P P -3.07 N 0.2821

El programa SIFT la considera claramente patologica (Figura 34)

cwdf mi vvgpshnalt eq 210K 100 RK
ywvtsrqpoml ki hfedca 211G 100 G
cwdfmi yvgpshnalt eq 212R 100 KR
kghnrdgepctsamvi wi 213Y 100 FY
VWVEST qpnm]kihfa@ca 4G|100 G
wemfiyhlvrtanpgkgad 215E 100 SE
ywtsrgpnml ki hgfedca 216V 100 V

No tolerado — Tolerado —

Figura 34. Resultado de la prediccidn por SIFT, donde se observa que el cambio no es tolerado

El estudio de conservacion filogenética del aminoacido con el programa
Polyphen pone de manifiesto que es un aminoacido muy conservado en varias especies,

por lo que su alteracidn podria ser considerada como patogénica (figura 35).
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emb|CAD20673.1 transforming growth factor-befa type 1-like rece...
1=f|AF 0013734851 PREDICTED: similar to acfivin receptorike ..
plAAHT1181.1 TGFBR1 protein [Homo sapiens]
blEAK11438.1 acfivin A receptor, type |, isoform CRA_a [Homo s...
1eflXP 422170.2 PREDICTED: similar to acfivin receptor-like kin...
ref|AF 0013812851 GA20310-PA [Drosophila pseudoobscura] »gif5d...
refNP 477000.1 baboon CG8224-PA, isoform A [Drosophila melanog...
blAADI2445 1 RES5648p [Drosophila melanogaster]

(elNP 4768531 baboon CGR224PE, isoform B Drosophilamelanog... ... LIIV() 31U QUQLCHVIE CE F337EECS
refliP 001241201.1]  PREDICTED: similar fo ALK+ [Gallus gallus] v+ ELELFVQRTVART IVL F3SREERS
DAMTTTZI ALK protein [enopus laevis] .. GLELFVQRIVARTIVI F3SEECS

NE ETIES1|  hone morphogenetic profen receplor fpe faD.. ... L IV TI FFTREELSH
GhBACIEOE | unnamed proten product [Mus muscuius] .. GLPFLVQRTVA F33DENS
liP 001377225 1|  PREDICTED: similar fo Bone morphogeneficpro.. ... —L7207() TI% FFTTEERSH
1eflXF 23] PREDICTED: similar to ALK-4 [Bos taurus] +«« GLPLFVORTVARTIVL FS5REERS

Figura 35. Conservacién del aminoacido Glicina (G) en diferentes especies

PACIENTE 19822 (SMAD4 c.1082 A>G; p.Arg361His)

El probando es una mujer de 34 afios de edad, natural de la provincia de
Salamanca (Castilla y Leon, Espafia), de raza caucésica, con antecedentes personales de
osteoartropatia hipertrofica de posible origen pulmonar, que mantenia revisiones

periddicas en el Servicio de Infecciosas del Hospital Universitario de Salamanca (HUS).

La paciente referia epistaxis de repeticion que, en ocasiones, le habian producido
intensas anemias que se habian corregido con transfusion de concentrados de hematies.
No presentaba lesiones cutaneas aparentes. No referia antecedentes familiares (figura
36)
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Figura 36. Arbol genealdgico paciente 19822
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La paciente fue sometida a diversas pruebas diagnosticas con intencién de filiar

el origen de su osteoartropatia:

g) Rx torax: maltiples imagenes nodulares periféricas, predominantes en lébulos
inferiores, de diferentes tamarios, algunas de hasta 1cm

h) T.A.C.A.R.: afectacion pulmonar intersticial nodular bilateral

i) Biopsia pulmonar: malformacion vascular multiple, tipo fistula arterio-venosa
congénita multiple

j) Espirometria: normal

k) Angiografia pulmonar: multiples telangiectasias. Fistulas arterio- venosas
bilaterales de gran tamafio (figura 37)

[) Arteriografia pulmonar: fistulas arterio- venosas en campos inferiores derechos.

Telangiectasias en ambos campos pulmonares

Figura 37. Fistula AV pulmonar, observandose la arteria aferente y eferente

Con estos hallazgos se planted el diagnostico clinico de HHT, completando la

exploracion con los siguientes estudios:

a) O.R.L.: telangiectasias en mucosa nasal y faringea
b) Oftalmologia: lesiones hemorragicas en conjuntiva tarsal de ambos ojos,

mayores en 0jo derecho

Debido a un episodio de dolor abdominal en fosa iliaca derecha se realizd una
colonoscopia, encontrandose pdlipos colénicos multiples, el mayor a nivel de colon
transverso y un adenocarcinoma entérico de apéndice ileocecal que requirio colectomia

subtotal con anastomosis ileo-rectal, extirpacion de pélipo rectal y apendicectomia.
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Dada las caracteristicas clinicas de la paciente se decidid iniciar el estudio
molecular por el gen SMADA4, pensando en la posibilidad de que padeciera un sindrome

combinado entre HHT y poliposis juvenil.

Para ello se amplificaron los 14 exones codificantes del gen SMAD4
encontrandose una mutacién en el exdn 8, de tipo missense, consistente en un cambio
de aminoacido en la posicion 1082, de manera que donde tendria que haber una
Adenina (A) encontramos una Guanina (G). Este cambio también afecta a la proteina,
de modo que el codon de la posicion 361 deja de ser Arginina (Arg/R) para ser
Histidina (His/H) (figura 38)

CCCTTCTGGAGG AG TCNCTTTTGTTTGGGI‘C CT|

'I"\', | .
I ‘l" il

TN AN

Figura 38. Mutacion encontrada en paciente 19822

Como al resto de pacientes donde se ha encontrado una mutacién, también se
propuso realizar el estudio a sus familiares, a fin de identificar si la mutacion es
heredada o si se presentaba “de novo”. Tras tomar muestras a sus padres, ninguno de

ellos presentaba la alteracion descrita (tabla 13).

Tabla 13. Estudio en familiares paciente 19822

FAMILIAR CRITERIOS MUTACION
CURACAO
19820 - Ausente
19821 - Ausente

1.Epistaxis; 2. Telangiectasias;3. Historia familiar; 4. Malformaciones arteriovenosas
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La mutacién encontrada esta descrita previamente (Kim 1J et al, 2000).

PACIENTE 12241 (ENG c.1256_1268 del13; p.S419MfsX490)

El probando es un varon de 41 afios de edad, natural de la provincia de
Salamanca (Castilla y Leon, Espafa), de raza caucésica, con antecedentes personales de
consumo habitual de alcohol y fumador, que acude a su médico de familia por presentar
epistaxis de repeticion, asi como sangrado por labio superior y lengua y alteraciones de
la vision.

En la exploracion fisica se observan telangiectasias tanto en el labio como en la
lengua (figura 39) y datos analiticos de anemia ferropénica.

Figura 39. Telangiectasias en lugares tipicos

El paciente referia que maultiples descendientes y ascendientes presentaban
lesiones mucocutaneas similares a las suyas, asi como epistaxis desde edades tempranas
(figura 40)
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Figura 40. Arbol genealdgico paciente 12241

Al paciente se le realizaron diversas exploraciones, buscando posibles

malformaciones arteriovenosas organicas:

a) Oftalmologia: sin lesiones oculares

b) Rx torax: sin hallazgos valorables

¢) R.M.N. cerebral: sin hallazgos valorables

d) Angio R.M.N. cerebral: sin hallazgos valorables

e) Ecografia abdominal: lesion compatible con hemangioma hepatico (figura 41)

Figura 41. Hemangioma hepético

Desconocemos si, posteriormente, el paciente se ha realizado mas pruebas

diagnosticas, ya que traslado su residencia habitual a otra provincia
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Dada las caracteristicas clinicas del paciente y la edad de aparicion de los
sintomas, decidimos iniciar el estudio por el gen ENG, encontrando una mutacion en el
exon 9A (figura 42).

éc":'"?c"r'é't" GTGCTT CTCC . GCTGTGGC TGC/ GG jrn'cc b T o s B s N T I R B [ e 5

I8 TR ]
| I% | |H| I h My ('\."'.{\ |

Mele ] GGTGTCAGCAAGTATGATCAGCAATGAG gtaa
GGTGTCAGCAA TGAG gtaa
Melod GGTATCAGCAATGAGgtaagagagetggggcc

Figura 42. Mutacion en el paciente 12241

La mutacién consiste en un de cambio de sentido (missense) en el codén 416,
que codifica para el mismo aminoacido Valina y una delecién de 13 nucleotidos en la
region codificante, que supone un cambio en la fase de lectura y la aparicion de un

codon prematuro de parada.

Una vez encontrada la alteracion, se propuso ampliar el estudio a los familiares

del paciente, encontrando la mutacion en 4 de ellos (figura 43 y tabla 14):

i
]

Figura 43. Electroforesis en gel de agarosa de algunos miembros familia 12241
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Tabla 14. Resultado de estudios en familiares de 12241

FAMILIAR CRITERIOS MUTACION
CURACAO
10148 - Ausente
18078 - Presente
18079 - Ausente
18093 - Ausente
18094 - Ausente
18095 - Presente
18575 - Ausente
18576 - Ausente
18577 - Ausente
18578 - Ausente
18579 - Ausente
18580 - Ausente
18581 - Ausente
18582 - Ausente
18605 - Presente
18606 - Ausente
18607 - Ausente
18608 - Presente

1.Epistaxis; 2. Telangiectasias;3. Historia familiar; 4. Malformaciones arteriovenosas

La mutacion encontrada no esta descrita previamente.

PACIENTE 22530 (ENG c.361-2 A>G)

El probando es un vardn de 2 afios de edad, descendiente de una familia

centroeuropea, aungue residentes en Barcelona (Espafia). El diagndstico clinico se
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realizd en el Servicio de Neurologia del Hospital Sant Joan de Deu, en donde ingresa

por cuadro de epistaxis recurrentes asociado a crisis convulsivas generalizas.

Tanto la madre como sus dos tias maternas y su abuela presentaban episodios
recurrentes de epistaxis, metrorragias y enterorragias, requiriendo en ocasiones la
realizacion de transfusiones por cuadro anémico. Ademas, la madre presenta

telangiectasias en mucosa bucal (figura 44)

D

&

& 22530

Figura 44. Arbol genealdgico paciente 22530

Durante el ingreso se realizaron diversas pruebas diagnosticas, encontrandose lo

siguiente:

- R.M.N. cerebral: hemorragia subaracnoidea, complicado con signos de
haber padecido pequefias hemorragias intraparenquimatosas

- Fondo de ojo: hemorragias retinianas

Debido a la presentacién de sintomatologia a tan temprana edad y la alta
penetrancia familiar, se decide iniciar el estudio por el gen ENG, realizando
secuenciacion directa de los 14 exones codificantes, encontrandose una alteracion en el
intron 3, en la zona de splicing, en la posicion c. 361 -2 (figura 45), consistente en un
cambio de aminoacido, de manera que donde deberia encontrarse una Adenina (A),

encontramos una Guanina (G).
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AGGCTGG AATTCCGGGG AGACAT

i = — 1 =Y (N

Figura 45. Mutacién encontrada en el intrén 3 de ENG en paciente 22530, imagen inversa

La mutacion encontrada esta descrita previamente y se considera patogénica
(Gallione et al., 1998).

PACIENTE 23043 (ALK-1 c.656 G>A; p.Gly219Asp)

El probando es una mujer de 51 afios, procedente de la zona centro de la
Peninsula y remitida para estudio genético tras acudir a consulta externa de Medicina
Interna, donde la paciente refiere en la anamnesis cuadro de epistaxis recurrentes desde
hace varios afios, causdndole cuadros de anemia ferropénica tratadas con hierro oral, y
presentando en la exploracion fisica maltiples telangectasias a nivel de mucosa oral y
nasal. Refiere haber padecido diversos ingresos hospitalarios por episodios de
hemorragia digestiva, sin aportar en el informe la existencia de malformaciones a ese

nivel. La paciente presentaba antecedentes familiares por via materna (figura 46).
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23043

L

Figura 46. Arbol genealdgico paciente 23043

Dada la edad de la paciente y su origen geografico, se decide iniciar estudio por
el gen ALK1, encontrando una mutacion de tipo missense en el exdn 6, consistente en
un cambio de nucledétido en la posicidén 656, de manera que donde debia existir una
Guanina (G) hay una Adenina (A), lo que provoca un cambio en el codon 219, que
cambia de ser una Glicina (Gly/G) a ser un Acido Aspartico (Asp/D) (figura 47)

110 120
GTGGCGGGNCNTGTGGCAC

Figura 47. Mutacion encontrada en el exon 6 de ALK1 en paciente 23043

Esta mutacidn esta descrita previamente como patogénica (Lenato et al. 2006)
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PACIENTE 23120 (ALK-1 c.1135 G>A; p.Glu379Lys)

El probando es una mujer de 73 afios de edad, derivada desde el servicio de
Medicina Interna del Hospital Clinico de Salamanca para realizar estudio genético,
donde habia consultado por presentar desde hace varios afios episodios de epistaxis de
repeticion asociadas a la aparicion progresiva de lesiones mucocutaneas en diversas
localizaciones faciales. Asi mismo, al ser interrogada por posibles antecedentes
familiares, refiere clinica similar en una hermana con la mantenia escasa relacion
personal, por lo que fue imposible indagar mas datos sobre la posible enfermedad y su

agregacion familiar.

Ante la sospecha de padecer HHT, se procedi6 al estudio de ENG y ALK1,

encontrandose una alteracion en el exén 8 de ALK1 (figura 48)

30 100
TGGCACCCHN AGGTGCT

Figura 48. Mutacion encontrada en el paciente 23120

La mutacion encontrada es de tipo missense y consiste en un cambio de
nucleétido en la posicion 1135 del cDNA, de manera que donde debia existir una
Guanina (G) hay una Adenina (A), lo que genera un cambio de aminoacido en la
posicion 379 de la proteina y donde debia existir un Acido Glutamico (GIu/E) existe

una Lisina (Lys/K).

La mutacion encontrada ya esta descrita previamente como patogenica (Lesca et
al. 2004)
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En el momento del estudio, la paciente estaba siendo sometida a diversas
pruebas diagndsticas a fin de descartar la presencia de malformaciones arteriovenosas

que pudieran afectar a su calidad de vida.
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La enfermedad de Rendu-Osler-Weber o Telangiectasia Hemorragica
Hereditaria (HHT; OMIM 187300 y 600376) es un trastorno complejo que se hereda
con un patrén autosomico dominante y afecta a 1 de cada 5.000-8.000 nacidos vivos
(Faughnan et al., 2009). Desde un punto de vista fisiopatoldgico la enfermedad se
caracteriza por el desarrollo de malformaciones arteriovenosas o por la conexion entre
arteriolas 'y vénulas sin capilares intermediarios (Govani and Sholvin, 2009).
Dependiendo de la localizacion de las lesiones vasculares, la presentacion clinica es
variable, siendo la manifestacion mas recurrente la existencia de epistaxis y la
complicacion mas importante la hemorragia masiva. El diagnéstico precoz de la
enfermedad es importante para evitar las complicaciones que producen las fistulas

arteriovenosas.

Actualmente la enfermedad esta infradiagnosticada, ya que se requiere una
aproximacion multidisciplinar que no esta disponible en todos los hospitales. La
“International HHT Foundation” ha desarrollado una guias de practica clinica que
facilitan el diagnostico precoz de la enfermedad que contemplan como criterios
diagnésticos los definidos en Curagao en 1999 (Shovlin et al, 2000). Asi, el diagnostico
de la enfermedad puede realizarse si los sujetos muestran tres citerios de Curacao. En
nuestra serie hemos incluido 24 probandos de los que 14 presentaban hasta tres criterios
y, por lo tanto, estaban diagnosticados fenotipicamente de HTT. Todos los probandos
habian presentado epixtasis y 17 probandos tenian telangiectasias, que son las
manifestaciones mas frecuentes en todas las series (Revisado en Giovani and Shovlin
2009, Richards-Yutz et al., 2010, Dupuis-Girod, 2010). La incidencia de AVM en
nuestra serie fue del 52%, ligeramente superior a la comunicada en otros estudios
(Letteboer et al., 2006), predominando las lesiones hepéticas. No obstante, nuestra serie
es muy corta por lo que es dificil establecer comparacién con las otras series.

La mayor parte de los casos de HHT (HHT tipo 1) se asocian con mutaciones en
el gen ENG, que codifica la proteina endoglina (OMIM 187300) (McAllister et al.,
1994), un coreceptor de TGF-f3 o con mutaciones en el gen ACVRLI (HHT tipo 2)
(OMIM 600376) (Johnson et al., 1996), que codifica la proteina ALK1, un receptor tipo
1 de TGF-B. Ademas, existen casos en los que las manifestaciones clinicas de HHT se
solapan con poliposis intestinal y en los que la mutacion tiene lugar en el gen MADH4,
que codifica la proteina SMAD4 (OMIM 175050) (Gallione et al., 2004). Finalmente,

se han descrito algunas familias asociadas a alteraciones en los cromosomas 5q y 74,
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aunque no se han caracterizado los genes de estos loci (Bayrak-Toydemir, et al., 2006;
Cole et al., 2005).

Dada la gran variabilidad clinica, las guias indican que la deteccion de
mutaciones en los genes antes sefialados en individuos presintomaticos con historia
familiar o con la presencia de uno de los criterios de Curacao tiene valor diagndstico
(Faughnan et al., 2009), motivo por el que incluimos 10 probandos que cumplian s6lo

uno o dos criterios.

En nuestro trabajo hemos estudiado los genes ENG y ACVRL1 en los 24
probandos y hemos encontrado 10 casos portadores de mutaciones patogénicas. De los
14 pacientes que cumplian tres o cuatro criterios de Curagao y, por lo tanto, tenian un
fenotipo evidente de HHT, 6 pacientes (42%) no presentaban mutaciones puntuales en
los genes ENG y ACVRL1.

Se ha sugerido que las mutaciones genicas en pacientes con HHT se detectan
con mas frecuencia en mayores de 20 afios (Ricchards-Yutz et al., 2010). En nuestra
serie, los 6 pacientes en los que no encontramos mutacion eran mayores de 40 afios en
el momento del diagnostico. La mayoria de las mutaciones en estos pacientes se
localizaron en el gen ACVRLL1 (5 casos) y sélo tres casos presentaba mutacion en ENG,
lo que confirma una mayor incidencia de mutaciones en el locus ACVRL1 en poblacion

espafiola ya descrita en trabajos previos de otros grupos (Fontalba et al, 2008).

En nuestro estudio hemos encontrado un total de 8 mutaciones localizadas en el

gen ACVLRL1. De ellas, dos no estaban descritas previamente

El paciente 18013 presentaba dos de los 4 criterios de Curagao, por lo que, en
principio, se puede encuadrar dentro del grupo “incierto” de padecer la enfermedad. Sin
embargo, la presencia de epistaxis asociadas a la presencia de multiples
malformaciones arteriovenosas en los 6rganos considerados diana para esta enfermedad
(cerebro, pulmdn), sugeria el diagnostico clinico de HHT y se solicitd el estudio

genético como confirmacion diagndstica.

El estudio del gen ACVLR1 mostré la presencia de una mutacion en el exén 6
(c. 641G>A) (figura 32). La mutacion es de tipo missense, es decir, se produce un
cambio de un unico nucledtido en la secuencia, modificando el aminoacido que se

codifica, ya que en vez de una Glicina, el cambio genera la aparicion de un Acido
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Aspartico en la posicion 214 (p.G214A). El exon 6 del gen ACVLR1 es uno de los
puntos donde se agrupan gran cantidad de mutaciones en las diferentes series
consultadas, ya que forma parte del dominio intracelular (Fontalba et al, 2008; Sadick et
al, 2009). Este cambio tiene relevancia, pues el estudio filogenético muestra que el
aminoacido Glicina se conserva en las diferentes especies, por lo que podria
considerarse como importante para la supervivencia de las mismas y su modificacién
podria suponer una desventaja evolutiva (figura 35). Por otra parte, diferentes
programas bioinformaticos, como Polyphen, consideran el cambio como patogénico
para el ser humano (Tabla 12). Al ser una mutacion no descrita hasta el momento,
decidimos realizar un estudio poblacional para comprobar que la alteracion no esta
presente en individuos sanos y apoyar asi los datos arrojados por los programas
informaticos predictivos. Para ello realizamos el estudio sobre una poblacién de 100
individuos sanos, comprobando que la alteracién no aparecia en ninguno de ellos. Por

todo ello, consideramos la mutacion descrita como patogénica.

El paciente 16678 estaba siendo estudiado en el Servicio de Digestivo de su
hospital de referencia, donde le habian realizado el diagndstico clinico de la enfermedad
hace afios y desde donde solicitaron un estudio genético que corroborase dicho
diagnostico con el fin de realizar el estudio en sus 3 hijos, alguno de los cuales
presentaba clinica de epistaxis y telangiectasias en lugares tipicos. El paciente
presentaba epistaxis de repeticion, telangiectasias en lengua, dedos de las manos y
labios y realizaba seguimiento en este servicio por haber padecido en diversas ocasiones
hemorragias digestivas altas (HDA). Con todos estos datos, el paciente se incluyo en el
grupo de diagnostico “definitivo” segun Curacao, pues presenta los 4 criterios clinicos

necesarios para ello.

Al realizar el estudio genético, encontramos una mutacion en el exon 3 del gen.
La mutacion es de tipo missense, ocasionando un cambio de un Unico nucleétido en la
posicion 244, de manera que donde debia existir una Cisteina, encontramos una
Adenina (c. 244C>A) (Figura 23). Este cambio también genera un cambio en el
aminoéacido 82 de la proteina, de manera que donde antes habia una Treonina, ahora hay
una Prolina (pT82P).

El estudio predictivo sobre el caracter patogénico de esta mutacién en los

diferentes programas informéaticos, mostré que la Treonina no es un aminoécido
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conservado en todas las especies y los estudios de prediccion de patogenicidad sugieren
que la mutacion no es patogénica (Tabla 10). Sin embargo, el hecho de que la mutacién
provoca una sustitucion de un aminoacido esencial por otro que no lo es, el estudio
poblacional en 100 individuos sanos, que no mostro la mutacion en ninguno de ellos y
el estudio genetico de la familia, en el que la mutacion se encontré sélo en aquellos
individuos que padecian clinica compatible con la enfermedad (Figura 20 y Tabla 9) nos
permite sugerir que la mutacién es patogénica. Es necesario realizar estudios

funcionales para confirmar nuestra hipétesis.

El estudio del gen ENG nos permitié encontrar un total de 10 mutaciones, de
las cuales 5 eran polimorfismos ya descritos, 3 mutaciones en la region intronica (una

ya publicada en las bases de datos) y 2 mutaciones no descritas en la region exonica.

El paciente 17580 presentaba tres de los cuatro criterios clinicos de Curagao,
siendo considerado posible o sospechoso de padecer la enfermedad, pero no tenia
ningln ascendiente con clinica compatible; no obstante, nuestro paciente presentaba
gran cantidad de malformaciones arteriovenosas a nivel pulmonar desde la
adolescencia, que habian obligado a realizar diversas técnicas quirdrgicas para su
control, asi como sangrados tan masivos que habia requerido transfusion de concentrado
de hematies en multiples ocasiones, por lo que se solicitdé el estudio genético para

confirmar el diagndstico.

El estudio del gen ENG mostré una mutacion en la posiciéon +1 del intron 11,
en la secuencia canonica de procesamiento (IVS11 +1 G>A) (Figura 29). Estas
mutaciones inducen una alteracién en el proceso de maduracion del RNA que se
acompafia habitualmente de la pérdida del exdn previo, en este caso el exén 10, un
cambio en la fase de lectura y la aparicion de un codon prematuro de parada. Para

confirmar esta hipotesis es necesario disponer de RNA de la paciente y analizarlo

El estudio familiar no mostro la presencia de la mutacién ni en su madre ni en
sus seis hermanos, pero si estaba presente en dos de sus hijos, que ya habian comenzado
a presentar sintomatologia antes de cumplir 10 afios, por lo que pensamos que se trata
de una mutacion “de novo” en la propositus que se transmite con un patron de herencia

autosomico dominante (Figura 28 y Tabla 11).
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El paciente 12241 fue estudiado tras acudir a consulta de Medicina Interna,
donde se establecid un diagndstico clinico “definitivo” después de referir epistaxis
frecuentes, presentar telangiectasias en labios y lengua y por la gran cantidad de

familiares que presentaban una clinica similar o mas grave que la suya propia.

Tras analizar el gen ENG localizamos dos mutaciones en el exon 9A,
consistentes en una pérdida de 13 pares de nucledtidos al final del mismo y la presencia
de un cambio de nucledtido en el codon 416, que ya habia sido descrito previamente en
otras series como un polimorfismo asociado a la enfermedad (Figura 42). La delecion
provoca un cambio en la fase de lectura, ya que afecta a un niumero de nucleétidos que
no es maltiplo de 3, generando un coddn prematuro de parada en sentido 37, lo que
altera la expresion proteica, pues la secuencia mutada no tiene semejanzas con la

original y por ello ha sido considerada como mutacion patogénica.

Ademas de estas mutaciones patogénicas hemos encontrado otras dos
mutaciones que no hemos considerado patogénicas, una de ellas por ser una mutacion
silenciosa (p.S630S) y la otra por estar localizada en un intrén, lejos de la zona de
procesamiento del RNA (c.1311+22 insT) que estaba presente en cuatro pacientes del
estudio, alguno de los cuales presentaba mutaciones descritas como patogénicas en la
region exdnica segun las bases de datos de la enfermedad.

En 6 casos donde no encontramos mutacion en los genes ENG o ALK1, pero
que presentaban malformaciones gastrointestinales, se realizd un estudio completo del
gen SMADA4, a fin de intentar identificar si alguno de ellos podria estar afectado por el
Sindrome Poliposis Juvenil — HHT (JPHT). De todos ellos, sélo se encontré mutacién
en el paciente 19822, que presentaba una alteracién consistente en una mutacién
missense en el exdn 8 del gen y que consistia en el cambio de un nucleétido de Adenina
por uno de Guanina (c.1082 A>G) (Figura 38), cambio que afectaba al codén 361, de
manera que donde debia expresarse el aminoacido Arginina, lo hace en su lugar una
Histidina (p.R361H). La mutacion se localiza en uno de los exones que forman parte del
dominio MH2, lugar del gen donde se encuentran la casi totalidad de mutaciones
descritas para este sindrome y que hasta hace poco tiempo se consideraba como la Gnica

zona del gen que se podia afectar en esta enfermedad.

Desde el punto de vista clinico, el paciente presentaba mdltiples pdlipos

distribuidos por todo el colon, asi como un adenocarcinoma a nivel del apéndice
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ileocecal, malformaciones vasculares pulmonares y un amplio historial de visitas al
servicio de urgencias por episodios de epistaxis, que le habian provocado intensos
cuadros de anemia tratados con hierro oral. Con estos antecedentes se solicito el estudio

genético que confirmara el diagndstico clinico de HHT

La mutacion estaba descrita en las bases de datos como patogénica, pero su
importancia en nuestro estudio radica en el hecho de que es la primera mutacion en este
gen descrita en nuestro pais Yy por tanto, es el primer caso reportado de este raro
sindrome JPHT.

En conclusion, podemos establecer que el abordaje de esta enfermedad
requiere un enfoque multidisciplinar donde los criterios clinicos permiten identificar a

los pacientes y el estudio genético sirve como diagnostico confirmatorio.

El hecho de que la clinica presentada sea tan comdn con otras enfermedades
hace que nos planteemos la necesidad de instruir y concienciar a los diferentes
estamentos sanitarios en la importancia de su diagnostico, ya que si no se realiza un
diagndstico precoz, el desarrollo de las diferentes complicaciones puede tener un
desenlace fatal para los pacientes. Asi mismo, es importante seguir avanzando en el
campo de la investigacion molecular, pues gracias a ella podemos descubrir los
diferentes mecanismos patogenéticos de la enfermedad e intervenir sobre ellos, lo que
permitiria desarrollar nuevos tratamientos que mejoren la calidad de vida de los

enfermos y eviten el desarrollo de las temidas complicaciones.
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1. Nuestro trabajo confirma la utilidad de los criterios de Curagao para
el diagnostico clinico de la Enfermedad de Rendu-Osler-Weber
(HHT)

2. El estudio genético permite detectar portadores de la enfermedad
antes de que las manifestaciones clinicas permitan hacer el
diagnostico clinico de la misma

3. En nuestra serie, el gen ALK1 aparece mutado con mayor frecuencia
que el gen ENG, independientemente de las caracteristicas
fenotipicas de los pacientes, lo que sugiere que este gen debe ser el
prioritario a la hora de realizar estudios genéticos en pacientes con la

Enfermedad de Rendu-Osler-Weber (HHT) en Castilla y Leon
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ANEXOS







A: Adenina

ACM: arteria cerebral media

ACVRLL1: activin A receptor type Il-like 1
AMPS: 2- acrylamido-2-methylpropane sulfonic acid
ALK-1: activin like kinasa type 1

ARN: &cido Ribonucleico

AVF: fistula de alto flujo

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
BMP: Bone Morphogenetic Proteins

C: citosina

CAVM: malformacion arteriovenosa cerebral
CIAA: cloroformo alcohol isoamilico 24:1
CO2: didxido de carbono

CSIC: Centro Superior de Investigaciones Cientificas
CVM: malformacion vascular cerebral
ddH20O: agua didestilada

DNA: acido desoxiribonucleico

DVA: anomalias del desarrollo venoso
EDTA: acido etilendiaminotetraacético
ENG: endoglina

G: guanina

HDA: hemorragia digestiva alta

HGMD: Human Gene Mutation Database
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HHT: telangiectasia hemorragica hereditaria

HUS: Hospital Universitario de Salamanca

JPHT: poliposis juvenil telangiectasia hemorragica
Kb: kilobase

MDE: methylenedioxyethylamphetamine

MIM: Mendelian Inheritance in Man

ND-YAG: laser de Neodimio-YAG

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man
O.R.L.: otorrinolaring6logo

PAVM: malformacidn arteriovenosa pulmonar

PCR: reaccion en cadena de la Polimerasa

Pmut: Punctual mutation

Polyphen: Polymorphism Phenotyping

R.M.N.: Resonancia Magnética Nuclear

Rx: radiografia

SCUBA: self contained underwater breathing apparatus
SDS: dodenil sulfato sadico

SIFT: Sorting Intolerant From Tolerant

SMAD4: Mothers against decapentaplegic homolog 4
SNP: single nucleotide polymorphism (polimorfismo de un solo nucleétido)
T: timina

T.A.C.: tomografia axial computerizada

T.A.C.A.R.: tomografia axial computerizada de alta resolucion



TBE: solucion tampdn mezcla de TRIS, acido béricoy EDTA
TBR-I: receptor transmembrana beta tipo |

TPR-11: receptor transmembrana beta tipo 11

TCD: doppler transcraneal

TEMED: tetramethylethylenediamine

TGF-B: factor transformador de crecimiento tipo

TRIS: trisaminomethane

TTCE: ecocardiografia de contraste transtoracico

US: ultrasonografia

UV: ultravioleta

VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular
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