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La Telangiectasia hemorragica hereditaria (HHT) o Sindrome de Rendu-Osler-
Weber es una enfermedad genética de transmision autosdmica dominante, de
expresiéon variable, con mayor profusién de los sintomas con la edad, incluida en el
grupo de las llamadas Enfermedades Raras o Minoritarias (1/2000 habitantes). La
manifestacidon mas frecuente son las epistaxis. Ademas, la enfermedad se caracteriza
por una amplia afectacidn en piel, mucosas y érganos con formacidén de telangiectasias
y malformaciones vasculares a distintos niveles (pulmdn, cerebro, tubo digestivo e

higado).

El diagndstico de sospecha inicial se valora mediante los Criterios de Curagao y
hasta esta década el diagndstico ha sido fundamentalmente clinico, aunque en la
actualidad el diagndstico se ha convertido en molecular, permitiendo asi diagndsticos
precoces mediante el estudio familiar antes del desarrollo de manifestaciones clinicas.
Los genes principalmente asociados con HHT son ENG, ACVRL-1 y SMAD4, todos
involucrados en la via TGF-B. A pesar de los afios transcurridos desde su descubrimiento
continuda siendo un reto la variabilidad de expresion y el desarrollo de posibles dianas

terapéuticas.

1.1. EVOLUCION HISTORICA

Descrita por primera vez por Sutton en 1864 (1), quien publica en Lancet una familia
con epistaxis graves, describiendo cinco generaciones afectas y, en algunos casos, con
una evolucién fatal en dos miembros. Es Rendu en 1896 (2) quien reconoce la
enfermedad como una entidad hemorragica distinta a la hemofilia(3). Posteriormente,
Osler en 1901y Weber en 1907 (4) publican las primeras series de casos y en 1909 Hanes
le da el nombre de HHT (Telangiectasia Hemorrdgica Hereditaria) (5), nombre con el que

se conoce en la actualidad.
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Figura 1. Drs. Rendu Henri, Osler Willian y Parkes Weber, Frederick

Con el paso de los afios y tras estudios iniciales no se cree que se trate de una
coagulopatia y se piensa que el problema reside en las paredes de los vasos pequefios
gue son fragiles y tienden a romperse o desaparecer. En un principio se la considerd una
enfermedad benigna, que solo cursaba con epistaxis y sangrados gastrointestinales
leves, pero con el paso de los afios (1996) se comenzd a observar que algunos enfermos
no tenian un curso tan benigno de la enfermedad, presentando hemorragias graves con
compromiso vital o desarrollando malformaciones arteriovenosas en distintos érganos

(pulmon, cerebro e higado)(6).

En el afio 1999 se reunid un comité de expertos y se elaboraron los Criterios de
Curacgao (Tabla 1), que en la actualidad permanecen vigentes y sirven para que, con una
valoracion preliminar de los pacientes, se puedan identificar los casos Yy clasificarlos en

poco probable, posibles o definitivos segiin el nimero de criterios que cumplan(7).
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Tabla 1: Criterios de Curagao

1. Epistaxis: sangrados nasales espontaneos y recurrentes.

2. Telangiectasias: lesiones de color purpura, multiples, en sitios caracteristicos

(labios, cavidad oral, nariz y pulpejos de los dedos)

3. Historia familiar: sintomas entre los familiares de primer grado.

4. Lesiones viscerales caracteristicas:

= Malformaciones vasculares pulmonares

= Malformaciones vasculares hepaticas

= Malformaciones vasculares cerebrales y/o espinales
= Telangiectasias gastro-intestinales

Tras la caracterizacion de su patron de herencia, progresivamente se van
identificando los distintos genes implicados: ENG (1994) (8) , ALK-1 (1996) (9), SMAD4
(2004)(10) , algunas mutaciones aisladas en el cromosoma 5 (2005)(11), y en el
cromosoma 7 (2006). En 2013 se describen otras mutaciones relacionadas con gen
GDF2/BMP9. Pero es a partir de 2004, cuando se empieza a observar el desarrollo mas
frecuente de determinadas manifestaciones en relacion a las distintas mutaciones

intentando establecer una relacién fenotipo-genotipo (12,13,14).

En 2011 se publican las ultimas guias internacionales para el manejo diagndstico
y terapéutico de la enfermedad. En el periodo de 2010-2012 se desarrollan proyectos
de investigacién para conocer mejor su patogenia buscando dianas terapéuticas y
desarrollando distintos ensayos clinicos con farmacos denominados huérfanos
(antifibrinoliticos, antiangiogénicos). Bienalmente se realiza una reunién internacional,
de expertos con colaboracidn de las distintas asociaciones HHT, existiendo en la

actualidad multiples centros de referencia a nivel mundial (Figura 2).
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CENTROS HHT

Figura 2. Distribucion de Centro Referencia HHT

A nivel nacional también se produce un desarrollo tanto en la practica clinica
como en la investigacién, con la creacidn de un grupo de trabajo (incluido en el Grupo
de Enfermedades Raras o Minoritarias, de la Sociedad Espafiola de Medicina Interna),
estableciéndose unos protocolos diagndsticos y de seguimiento, con una reunidn

nacional de actualizacion.

En 2015 se desarrolla un Proyecto de Red de Centros de Experiencia en HHT (15
centros), iniciado desde el Hospital de Sierrallana (Torrelavega-Cantabria) centro de
referencia durante los afios 2003-2013, junto con el CIBERER y Grupo de Trabajo de
Enfermedades Minoritarias (Sociedad Espainola de Medicina Interna); y en enero de
2016 se crea el registro nacional de pacientes (RiTHHa), con la posibilidad de disponer
de mayor nimero de casos de una entidad minoritaria y poder asi obtener datos
epidemioldgicos y clinicos que faciliten poner en marcha proyectos de investigacion y
permitan progresar en el conocimiento de la enfermedad para la mejora de su manejo

en la practica clinica diaria.
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1.2. EPIDEMIOLOGIA

Por término medio se puede decir que su prevalencia es de 1 caso por cada 3000-
8000 habitantes (15); con una estimacion en Europa de 1/5000-8000, aunque hay zonas
del mundo donde la incidencia es mas alta, como son Las Antillas Holandesas (1/1331),
Dinamarca (16), algunas regiones de Ain (Francia) (17), Vermont (Estados Unidos) y
Newcastle (Inglaterra).

En el dltimo estudio realizado en la Unidad Especializada del H. Sierrallana
(Cantabria), en un periodo de 2003-2013 se ha obtenido una prevalencia en Espaia de
1/5936 (18), existiendo estudios previos con prevalencias en torno a 1/12000 habitantes
(19). La prevalencia va en aumento al conocerse mejor la enfermedad, al haber mayor
facilidad para su diagndstico clinico, y ademas una mejor resolucion de los métodos
diagndsticos. No obstante a dia de hoy continua siendo una entidad incluida en el grupo
de las llamadas Enfermedades Raras o Minoritarias, aunque probablemente en los
proximos anos alcance una incidencia superior a la estimada hasta estos momentos

pudiendo incluso salir de dicha clasificacidn.

1.3. ETIOPATOGENIA

Desde 1994 se conoce que la enfermedad tiene un origen genético, con una gran
variabilidad clinica (14,20), con un patron de herencia autosémica dominante y
penetrancia casi completa a los 50 afios. Esta entidad es provocada por mutaciones en
genes implicados en la via de sefializacién del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B): principalmente el gen ENG, que codifica la endoglina, co-receptor en la familia
TGF-B; el gen ACVRL1, que codifica la proteina ALK-1, receptor activador activina tipo
kinasa, del tipo | de la familia TGF-B; el gen SMAD4, factor de transcripcidn intracelular
y en los ultimos afios se han identificado mutaciones aisladas en el cromosoma 5 (11),
en el cromosoma 7 (21) y en el gen BMP9/GDF2 (proteina morfogenética del hueso)

(22,23).

-HHT 1 (OMIM 187300): es la variante causada por mutaciones en el gen de la endoglina
(ENG), localizado en el brazo largo del cromosoma 9 (posicion 9q34.1) (24), constituido

por 15 exones (del 1 al 14, pero el exdn 9 se divide en 9A y 9B) y casi todas las mutaciones



INTRODUCCION

conocidas se concentran en los primeros 12 exones que codifican el dominio
extracelular (8). Codifica una proteina de 658 aminodacidos que atraviesa la membrana
de las células endoteliales formando la pared de los vasos sanguineos (25) y es una
proteina auxiliar del complejo sefalizador de TGF-R (26) ademas de actuar en la

formacién de la célula endotelial.

- HHT 2 (OMIM 600376): es el tipo asociado a mutaciones en el gen del receptor de
activina tipo kinasa | (ACVRL1 - ALK-1), (MIM # 601284), localizado en el brazo largo del
cromosoma 12 (posicién 12g11q14) (9); constituido por 10 exones (9 codificantes y 1
no codificante pero regulador). Codifica una proteina que atraviesa la membrana de las

células endoteliales y forma parte directa del complejo receptor de TGF-R.

- HHT-JPHT (OMIM 175050): es una rara variante que asocia HHT con poliposis juvenil,
consecuencia de mutaciones en el gen SMAD4, localizado en el brazo largo del
cromosoma 18 (posicién 18q21.1) (10), constituido por 11 exones localizandose con mas
frecuencia las mutaciones, incluso mutaciones de novo (adquiridas), en los ultimos 4

exones del gen (del 8 al 11), correspondientes al dominio MH2.

En los ultimos afios se han identificado otras tres entidades relacionadas con mutaciones
en principio aisladas, pero que se encuentran en estudio:

- HHT3 (OMIM 601101): relacionada con una mutacién localizada en el brazo largo del
cromosoma 5q31.3-5q32, entre las posiciones D552011 y D552490 (11).

- HHT4 (OMIM 610655): variante asociada a una mutacion localizada en el brazo corto
del cromosoma 7p14, entre las posiciones D752252 y D75510 (21).

- SMCMA (Sindrome de malformaciones capilares-malformaciones arteriovenosas
fenotipo similar a HHT), pudiendo corresponde al tipo HHT 5 (OMIM 615506): es la
ultima variante conocida, causada por la mutacién en el gen BMP9/GDF2 (proteina
morfogénica del hueso) localizada en el brazo largo del cromosoma 10q11 (23), proteina
gue también interviene en la ruta del TGF-B, presentando una unién de alta afinidad con

ALK-1y endoglina en las células endoteliales (22).
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Todos los genes hallados en los pacientes con HHT (ENG, ALK-1, SMAD4, BMP9)
codifican proteinas que pertenecen a la ruta seializadora del factor de crecimiento

transformante beta (TGF-B) (27)(28). (Figura 3).
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Figura 3. Bernabéu et al.: Involvement of the TGF- B superfamily signalling pathway in

HHT. Journal of applied biomedicine 8(3). January 2010: 169-177.

Esta ruta esta constituida por una superfamilia de proteinas multifuncionales que
intervienen en el desarrollo, diferenciacidn, crecimiento y apoptosis de la mayoria de
los tipos celulares, actuando sobre la diferenciacién y proliferacion celular, regulando
procesos fisioldgicos complejos como la inflamacién, cicatrizacidon y formacién del
hueso, y con la alteracién en sus sefiales pueden contribuir a la patogenia de
enfermedades tan diversas como enfermedades autoinmunes, fibrosis y cancer. A
diferencia de la mayoria de las citocinas inhibe la proliferacién celular, pudiendo regular

desde células epiteliales y endoteliales hasta células hematopoyéticas.

Esta superfamilia se subdivide en varios grupos, entre los que se encuentran los

factores de crecimiento transformantes beta (TGF-Bs)(29), las activinas e inhibinas, las
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proteinas formadoras de hueso (BMPs), los factores de crecimiento y diferenciacién

(GDFs) y factores neurotroficos derivados de la glia (GDNFs)(Figura 4).
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Figura 4. Ruta del TGF-8. ] Med Genet 2005; 42: 577-82(11). Mecanismo de sefializacion
en células endoteliales. Eur.J.Hum.Genet., 2009, 17, 7, 860-871(30)

Hay tres isoformas de TGF que traducen la sefial mediante la unién a complejos
de tipo transmembrana (I y IlI) y la fosforilacion de factores de transcripcién
intracelulares: las proteinas SMAD. El TGF-B1 es el mas finamente regulado en casos
como respuesta al estrés, dafio tisular o en enfermedades inducidas por oncogenes o
virus y es la isoforma predominante en la mayoria de las células y tejidos. Las sefales de
las tres isoformas de TGF- son mediadas por un receptor tipo Il, lamado TBR-II, y un
receptor tipo |, denominado TPR-l o ALK-5. Ambos receptores presentan un dominio
extracelular capaz de unirse al ligando, una region transmembrana y un dominio
citoplasmico con actividad cinasa de residuos de serina y treonina(29). Otras dos
proteinas que se encuentran en la superficie celular son el betaglicano y la endoglina y,
aunque su dominio intracelular no tiene actividad catalitica, se consideran
correceptores. También se unen al TGF-B, pudiendo regular el acceso del ligando a sus

receptores en ciertos tipos celulares, como por ejemplo las células endoteliales.
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En las células endoteliales, el ligando de TGFR1 activa ACVRL1/ALK5 y los
complejos de receptores TGF BRIl que inducen a la fosforilacién de Smad1/5/8, que
desplazan SMAD4 al nucleo para regular la transcripcion de genes diana; mientras que
la BMP9 promueve una sefial de Smad1/5/8 a través de complejos de receptores

ACVRL1-BMPR? (Figura 3)(31).

La endoglina promueve la sefializacién a través de ACVRL1, al facilitar la unién
del ligando al complejo receptor de seiializacién, pero en condiciones particulares, por
ejemplo, durante la inflamacidn, el dominio extracelular de la endoglina se escinde para
formar endoglina soluble (Sol-Eng). La S-Eng reduce la unidn al receptor, inhibiendo la

union de TGFP a TGFBR2 por un mecanismo de secuestro(32) (Figura 5).

/7 .
’ Gene Expression

Figura 5. Modelos de raton de la Telangiectasia Hemorrdgica Hereditaria:

avances recientes y retos futuros. Front Genet. 2015; 6: 25.

Aunque se conocen funciones de la endoglina, no estan bien definido su papel
especifico. Se cree que puede modular la conformacién de los TGF-Bs de forma que
aumentan su unién al receptor TBR-Il, trasmitiendo informacidon a las células

endoteliales en relacidon con la proliferacidn, el movimiento, la produccion de proteinas
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de membrana, la formacién de nuevos vasos y/o la muerte. Todas estas funciones han
sido descritas a partir de la deteccidn de alteraciones en los tejidos vasculares en casos
en los que se detectaban mutaciones en genes que codifican componentes de la via de
sefializacion de esta superfamilia. Estudios genéticos han relacionado mutaciones en
estos componentes de sefializacion con sindromes cardiovasculares especificos, tales
como telangiectasia hemorragica hereditaria, la hipertensién pulmonar primaria o el

sindrome de Marfan (29).

Las mutaciones de los genes ENG y ALK-1, implicados en esta via de regulacion
actuan mediante un mecanismo de haploinsuficiencia; es decir los pacientes son
portadores de alelo normal procedente de una copia (paterna o materna) y un alelo
mutado que han heredado del otro progenitor (Figura 6). Como sdlo la mitad de los
genes tienen el mensaje correcto para producir endoglina o ALK1, habra la mitad de
proteina funcional que en la célula normal; esa mitad no es suficiente para que la célula
endotelial realice normalmente sus funciones y como consecuencia se produce la

enfermedad (33).

ENG'/ENG' | | ENG*/ENG | [ ALK1'/ALK1 |
ALK1* / ALK1* ‘

Figura 6. Distribucion de alelos mutados en la HHT

En los estudios realizados con modelos animales los casos de homocigosis fallecian
por complicaciones durante el desarrollo cardiovascular del embrién y del saco vitelino,

lo que demuestra que esta situacién es incompatible con la vida (34).
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1.4. FISIOPATOLOGIA

La HHT es un trastorno vascular heredado y, aunque se conoce su base genética,
se van identificando distintas mutaciones en distintos genes implicados, pero queda
todavia por identificar el mecanismo exacto de cdmo estos genes en haploinsuficiencia
estan implicados en gran variabilidad de manifestaciones clinicas. Por ejemplo la
prevalencia de malformaciones arteriovenosas (MAV) y la afectacion en distintos
6rganos parece que dependen del gen causante de la HHT, influenciados por factores
epigenéticos modificadores. Se ha estudiado si la variacion en el Unico alelo funcional
de ENG, heredado de los padres no afectados, de los pacientes de HHT-1
(haploinsuficientes para ENG, altera el riesgo de malformaciones arteriovenosas

pulmonares (35).

Se ha propuesto que la HHT es una enfermedad resultante de un defecto en el
equilibrio angiogénico (25)(28). La angiogénesis es un fendmeno integrado por dos fases
diferentes equilibradas entre si; una primera fase de activacién y otra posterior,
denominada fase de resolucidn, donde tiene lugar la inhibicion de la proliferacién y la

migracion de células endoteliales.

La reconstitucidn de la membrana basal y la estabilizacidon del vaso se llevan a
cabo mediante el reclutamiento y la diferenciacidon de las células mesenquimales en
pericitos y células musculares lisas. Este reclutamiento de células mesenquimales en el
nuevo vaso estd mediado por numerosos factores, entre los que se encuentra el
receptor TGF-B(29). Al contactar la célula mesenquimal con la célula endotelial, el
receptor TGF-B, que estaba latente, queda activado e induce la diferenciaciéon de las
células mesenquimales dentro de los pericitos y las células musculares lisas. Los pericitos
contribuyen en parte a la supervivencia y estabilizacion mediante la expresién del factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (28). Diferentes estudios han demostrado
gue el incremento de produccion del VEGF por los pericitos es dependiente de la
produccion del TGF-B (28), y por tanto se ha propuesto que el VEGF esta involucrado en

la patogenia de la HHT(36,37)

Las integrinas actlan como puntos de unidn entre la matriz y el citoesqueleto, y
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como receptores de sefiales, por lo que el remodelado vascular puede provocar cambios
en estos sitios de anclaje. Por tanto, el defecto en el equilibrio de la angiogénesis
observado en esta enfermedad, provoca una neovascularizacidon alterada, con
anomalias en la pared vascular, ya sean arterias, venas, o capilares, que pueden dar lugar
a dos tipos de lesiones: telangiectasias cutdneo-mucosas y malformaciones

arteriovenosas con cortocircuitos viscerales.

Las telangiectasias estan distribuidas principalmente por la piel y las mucosas(4);
en fases iniciales son dilataciones de las vénulas postcapilares, con areas adelgazadas de
la pared del vaso y dareas tortuosas e irregulares. Ademas, se observa un infiltrado
inflamatorio en el espacio que rodea a los vasos afectados. En telangiectasias ya mas
desarrolladas, las vénulas estan marcadamente dilatadas, y a menudo, se conectan
directamente con arteriolas también dilatadas (Figura 7). Son estructuras muy fragiles,
gue se rompen con facilidad ante traumatismos leves, produciendo hemorragias y se

distribuyen tanto en piel como en mucosa.
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Figura 7. Formacidn de telangiectasias. Telangiectasia Hemorrdgica Hereditaria. Guttmacher
AE, Marchuk DA, White Rl JR. N Engl ] Med. 1995 Oct 5; 333(14):918-24.(Adaptada de Braverman
IM. J Invest Dermatol 1990;95: 422—7)(38)

Las malformaciones arteriovenosas también son defectos en la angiogénesis,
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que encontramos en distintos érganos, principalmente en cerebro, pulmén e higado y

tienen unas caracteristicas similares a las telangiectasias, pero de un tamafio mayor.

A pesar de los afos que han transcurrido desde su descubrimiento, continua
existiendo dudas respecto a la variabilidad de expresidn clinica entre las distintas
familias, incluso entre los miembros de la misma familia con la misma mutacién, motivo
por el cual se presupone que deberan existir otros factores de influyan en la expresion
clinica (intensidad de sangrados, mayor o menor desarrollo de telangiectasias,
progresion de malformaciones, incluso episodios trombodticos a lo largo de su

evolucién(39).

1.5. MANIFESTACIONES CLINICAS

Los datos clinicos principales incluyen: epistaxis recurrentes como sintoma mas
frecuente, telangiectasias cutaneo-mucosas como signo y anemia como dato analitico
(40). Como ya ha sido comentado previamente, el trastorno de la angiogénesis conduce
a dilataciones arteriovenosas: telangiectasias cutdneo-mucosas y cortocircuitos
viscerales (15), con una gran variabilidad en la intensidad y el tiempo de desarrollo de
las manifestaciones (con casos de desarrollo en la edad pedidtrica, otros por el contrario
en Ultimas décadas de la vida o incluso pacientes detectados por rastreo familiar con

diagndstico molecular confirmado y ausencia de manifestaciones).

1.5.1. EPISTAXIS

Como su propio nombre indica, en la HHT la principal manifestacion es la
hemorragia (mas del 90%). Los sangrados mas frecuentes son secundarios a las
malformaciones de la mucosa nasal, cursando de forma recurrente y sin causa aparente.
Las epistaxis suelen ser el primer sintoma en presentarse en la vida de un paciente (4).
La variabilidad aparece en distintas etapas de la vida de un paciente, habiéndose
descrito fundamentalmente en relacidn con la pubertad o el embarazo. Suele iniciarse
en edades tempranas: el 46% a los 10 anos, el 70% a los 20 y practicamente el 100% a

partir de los 40 afos, y suele aumentar en frecuencia e intensidad con la progresion de
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la edad(41).

La presentacion es variable, habiendo pacientes con epistaxis esporadicas y de
escasa cuantia, y otros con (4) epistaxis graves con compromiso vital, que precisan
asistencia de urgencia y soporte transfusional. Es conocido algun factor facilitador del
sangrado, como la vasodilatacion por el calor y el consumo de alcohol (42). Actualmente
también se estd analizando la variabilidad en cuanto a la expresion en funcién de los

distintos subtipos de HHT (correlacion genotipo-fenotipo)(43).

1.5.2. TELANGIECTASIAS

Las telangiectasias suelen aparecer entre 5 y 20 afios después de las epistaxis y
tienden a aumentar en nimero con la edad. Los sitios mas comunes de localizacién son
los pulpejos de los dedos, las palmas de las manos, el lecho de las ufias, labios, lengua 'y
cara(4) (Figura 8). La capilaroscopia (sistema de visualizacién de aumento de capilares
finos que son los primeros afectados) ayuda en el diagndstico precoz (44), sobre todo
en niflos que comienzan con epistaxis pero sin desarrollar telangiectasias mucocutdneas

visibles.

Figura 8. Telangiectasias de piel y mucosas
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MALFORMACIONES VASCULARES VISCERALES

Las malformaciones arteriovenosas viscerales (MAV) pueden ser asintomaticas o
conllevar complicaciones graves dependiendo de la localizacion y el tamafio, desde
permanecer asintomaticas durante toda la vida hasta, en algunos casos causar la muerte

por complicaciones (40,41).
1.5.3. MALFORMACIONES ARTERIOVENOSAS PULMONARES
Tienen una frecuencia que varia del 15 al 33% de los pacientes con HHT y, a su

vez, el 70% de los pacientes con malformaciones arteriovenosas pulmonares (MAVP)

estdn afectos de HHT (45) (Figura 9).

Figura 9. Malformaciones arteriovenosas pulmonares. Rev Chil Enf Respir 2011; 27: 16-

25

Suelen ser multiples y se localizan fundamentalmente en Iébulos inferiores. Los tipos

mas frecuentes son:

= MAVP simples, con una sola arteria aferente y una vena eferente. El lecho
venoso suele estar dilatado con morfologia fusiforme o aneurismatica. Son las
formas mas frecuentes (hasta un 80% de total). La embolia paraddjica es mas
frecuente en este tipo de MAVP.

= MAVP complejas con una o mas arterias aferentes y sistema venosos de drenaje
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muy desarrollado y complejo. Existe un sistema de canales vasculares

interpuestos entre las arterias y las venas.

Pueden aparecer a cualquier edad de la vida (habiendo casos descritos en recién
nacidos), con aumento de tamafio con el paso del tiempo y especialmente evidente en

el embarazo, estando descritas hemorragias fatales durante este periodo (46).

Actualmente la prueba diagndstica es el Ecocardiograma Transtoracico de
Contraste (TTCE) mediante suero salino agitado (47)(48)(49)(50) por su sensibilidad
(practicamente 100%) y bajo riesgo de complicacion, utilizdndose en la actualidad la

gradacion de Barzilai establecida en 1991(51) (Tabla 2).

Tabla 2: Gradacion de Barzilai (Test de Burbujas)

Grado 0: 0 burbujas

Grado 1: < 20 burbujas

Grado 2: opacificacién moderada de Ventriculo Izquierdo (VI)

Grado 3: opacificacion de todo VI contactando con endocardio

Grado 4: opacificacién de VI sin tocar endocardio

El ecocardiograma 2D en proyeccidon subcostal tras administracion de suero
salino agitado por via Iv: A) Aparicidn de contraste en cavidades derechas. B) Reaparicién

de contraste en cavidades izquierdas al cabo de 4-5 ciclos (Figura 10).
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Figura 10. Ecocardiograma con contraste. Shunt derecho-izquierdo. (52). An

Pediatr.2010;73: 272-6Vol. 73 Num.5 DOI: 10.1016/j.anpedi.2010.06.007

El test se considera positivo si tras inyeccidn del suero salino agitado por una via
periférica se detectan burbujas en la auricula izquierda vy, si en estos casos existe shunt

derecha-izquierda, debe confirmarse la alteracidn mediante angio-TAC toracico.

El grado de shunt establecido por ecocardiograma de contraste se relaciona con
el tamafio de las malformaciones pulmonares (49) y las complicaciones cerebrales
secundarias (53). En ocasiones, pacientes con un ecocardiograma positivo no presentan
MAVP demostrables en la arteriografia pulmonar (54,55), se piensa que éstas existen,
pero que son demasiado pequefas para ser vistas. Una situacion especial son los nifios
pequenos, dado que las epistaxis o las manifestaciones cutdneas pueden tardar en
aparecer, siendo recomendable hacerles este tipo de ecocardiograma dentro del

rastreo.

Entre las pruebas de exploracién pulmonar utilizamos la radiografia de térax, la
gasometria aire ambiente en decubito y tras diez minutos en supino, ya que al ser las
MAVP mas frecuentes en los l6bulos pulmonares inferiores se puede observar una
disminucién de la pO2 y la gasometria respirando 02 al 100% durante 20 minutos. La
gasometria se puede sustituir por pulsioximetria en nifos, aunque con menor
sensibilidad pero sin invasidn. Las principales consecuencias clinicas son de tres tipos

(41):

a) Hipoxia crénica como consecuencia de un cortocircuito entre sangre
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oxigenada y no oxigenada nivel pulmonar, lo que produce la aparicion de

cianosis, disnea y policitemia.

b) Embolismos sobre todo en la circulacion cerebral con la produccion de

abscesos (56)y accidentes isquémicos cerebrales (57)(53) (58)

c) Hemoptisis por hemorragia pulmonar, secundaria a rotura de las MAVP (poco

frecuente).

Como punto independiente a estudiar dentro de la afectacién pulmonar esta la
Hipertension Pulmonar asociada a la HHT, que puede ser aislada considerada como
Hereditaria (59)(60), que esta relacionada con fundamentalmente a mutaciones en ALK-
1, considerada como HTP primaria (61)(62,63), o secundaria asociada a la insuficiencia
cardiaca de alto flujo por sobrecarga derecha. Aunque no se conocen bien los factores
intermedios, la base se encuentra en una modificacién en el complejo de regulacién
mediado por TGF-B; al disminuir la regulacion se ha observado un aumento de la
apoptosis de las células endoteliales, que son sustituidas por células musculares lisas de
las arterias pulmonares. En algunos casos incluso se presenta como la primera

manifestacion de la enfermedad (62).

1.5.4. MALFORMACIONES VASCULARES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Se han publicado una frecuencia entre 9 y 23% de estas malformaciones
vasculares (MVsnc) en pacientes con HHT (64), pudiendo estar presentes desde el
nacimiento de forma asintomatica. Estdn descritas distintos tipos de lesiones

clasificadas segun su morfologia:

a) Malformaciones arteriovenosas (MAVC), 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
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e) Malformaciones de la Vena de galeno
f) Fistulas de alto flujo en la pia (AVF)
g) Malformaciones mixtas: malformaciones arteriovenosas, telangiectasias,

malformaciones venosas y aneurismas.

Con frecuencia son multiples y puede haber distintos tipos en un mismo
paciente, que se pueden encontrar tanto en cerebro como en médula espinal (Figura
11A, 11B) (65). Clinicamente pueden provocar signos de compresion lenta por
crecimiento progresivo o manifestaciones bruscas por complicaciones hemorrdgicas
graves, pudiendo manifestarse con cefalea, crisis comiciales y accidentes vasculares
(isquémicos o hemorragicos) (66), aunque la mayoria de los pacientes permanecen
asintomaticos (67). Puede existir clinica neuroldgica en forma de migrafia(68),
desconociéndose aun los mecanismos, aunque no se ha visto asociacion con
malformaciones cerebrales, sino con la existencia de shunt por malformaciones

pulmonares.

Al igual que en otros territorios, a nivel espinal la manifestacidon puede ser por
compresion o bien por complicaciéon de sangrado, manifestandose con paraplejia (69)
(Figura 11B), considerandose situacion especial el embarazo y el momento del parto por

riesgo incluso en la anestesia epidural.
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Figura 11. Malformaciones arteriovenosa cerebrales (A) y espinales (B).

Existe controversia sobre el riesgo de rotura de estas lesiones; mientras algunos
autores defienden que hay un riesgo bajo, en otras series se comunica un riesgo de
hemorragia cerebral 20 veces mayor en varones menores de 45 afios con HHT y MVsnc

gue en la poblacién general.

La mejor técnica para el diagndstico de estas alteraciones es la Angiografia
cerebral, pero conlleva un riesgo de sangrado del 0.5%. Actualmente el uso de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es considerada una prueba no invasiva adecuada
para el estudio de estas malformaciones (70), aunque no hay estudios que avalen su uso
de forma sistematica en HHT ya que, aunque presenta una sensibilidad
aproximadamente del 80-95% para la malformaciones de tamafio medio-grandes, se
encuentra muy limitada en el diagndstico de las de pequefio tamafio. 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 neuroldgico cuyo resultado haya sido negativo, ya que no hay evidencias que
sugieran que los pacientes afectados de HHT vayan a desarrollar nuevas malformaciones

cerebrales en el futuro (71).

1.5.5. AFECTACION HEPATICA

Las malformaciones arteriovenosas hepaticas estan presentes en el 32-78% de los
pacientes (72); entre los diferentes tipos detectados destacan las telangiectasias, la
dilatacién de la arteria hepatica, la dilatacién de la vena porta y las comunicaciones o
“shunts” entre los diferentes vasos: arterioportales (arteria hepatica vena porta),
arterio-venosas (arteria hepatica-vena hepatica) y portovenosas (vena porta-venas
hepdticas)(73) y aunque pueden coexistir, por lo general uno de ellos predomina

funcionalmente (Figura 12).
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Figura 12. Angio-TC abdominal: (A) y (B): dilatacion del tronco celiaco un eje celiaco
(flecha), arteria hepdtica prominente (punta de flecha) con multiples vasos colaterales
aberrantes y una atenuacion heterogénea del higado. (C) y (D) muestran una dilatacion
tortuosa severa de la arteria hepdtica (flecha) y sus ramas intrahepdticas (punta de

flecha) con realce hepdtico moteado. Lee ST, et al. J. Korean Med. Sci. (2009)

Este tipo de malformaciones permanecen latentes durante largos periodos, los
pacientes se mantienen asintomaticos, y no muestran alteraciones en las pruebas de
funcién hepatica, pero cuando desarrollan sintomas en su evolucién, se han descrito

tres patrones clinicos (72) :

- Insuficiencia cardiaca de alto gasto como consecuencia de los shunts arterio-
venosos, con aumento de presiones de llenado e hipertensidn pulmonar

secundaria.

- Sintomas por hipertension portal, con desarrollo de esplenomegalia y varices
esofdgicas. La otra causa de hipertension portal es la llamada pseudo-cirrosis o
cirrosis de Osler generada por las alteraciones hemodinamicas de los shunts, con
isquemia del parénquima sano y, como respuesta, hiperplasia nodular

regenerativa (HNR) micronodular (74). Incluso algunos pacientes pueden
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desarrollar una verdadera cirrosis por episodios repetidos de colangitis

necrotizante.

- Necrosis biliar, es la manifestacién menos frecuente; se piensa que se produce
como consecuencia de la isquemia generada por los shunts arterio-venosos y el
“robo” de sangre arterial, aunque también se ha propuesto como causa la

compresion del arbol biliar por las dilataciones de la arteria hepatica.

El diagndstico y manejo de este tipo de complicaciones se rige por una guia de
consenso publicada en el afio 2006, que es aceptada internacionalmente por el conjunto
de expertos en HHT. La aparicion de estas malformaciones en un paciente también
puede ayudar al propio diagndstico de la enfermedad, pues uno de los criterios es la

presencia de alteraciones viscerales.

Para llevar a cabo el diagndstico se han utilizado multiples pruebas de imagen,
tanto de tipo invasivo como no invasivo, entre las que destacan la Ultrasonografia con
Doppler (US)(75), la Tomografia Axial Computerizada (angio-TAC), la Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) y la Angiografia Mesentérica, siendo ésta Ultima prueba la
gue se considera mas dptima, pero debido precisamente a este caracter invasivo se usa
habitualmente el Eco-Doppler. El eco-doppler no requiere contraste y presenta menor
tasa de complicaciones, alcanza un valor predictivo positivo cercano al 100% y permite
describir entre el 32 y el 72% de las malformaciones, aunque su especificidad sea

menor(75).

Una proporcién limitada de pacientes, evolucionan precisando en alguna ocasidn
trasplante hepdtico por insuficiencia cardiaca por hiperaflujo(76), insuficiencia hepatica
y complicaciones propias de la hipertensién portal. También pueden desarrollarse otras
formas de afectacién hepatica secundarias a las terapias, como puede ser la sobrecarga
de hierro debido a multiples transfusiones y el desarrollo de adenomas hepaticos por el
uso de estrégenos(74). Los pacientes tienen una esperanza de vida variable en relacion
al tipo de afectacién, dependiendo del grado de afectacién visceral y de las

complicaciones.
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1.5.6. MANIFESTACIONES DIGESTIVAS

La principal manifestacion es la telangiectasia a nivel de la mucosa de cualquier
parte del tubo digestivo (boca, eséfago, gastrica, intestino delgado, colon); suelen ser
multiples y progresan en numero y tamafio con la edad (77) (Figura 8). Se desconoce su
frecuencia, pero su consecuencia en hemorragias digestivas es aproximadamente de 13

a 33% de los pacientes con HHT, lo que permite suponer que su frecuencia sera mayor.

La hemorragia digestiva aguda es rara, siendo mas habitual el sangrado crénico
gue produce anemia ferropénica. La intensidad del sangrado guarda relacién con el
numero de telangiectasias presentes en el paciente. En ocasiones es dificil distinguir si
la anemia es consecuencia de las epistaxis o de las lesiones gastrointestinales, ya que
con frecuencia la sangre de origen nasal es deglutida, lo que altera las caracteristicas de

las heces pudiendo positivizar las pruebas de sangre oculta (falso positivo).

El diagndstico se realiza mediante estudio endoscépico del aparato digestivo con
gastroscopia, colonoscopia y, si fuera necesario, enteroscopia (78) y/o capsula
endoscépica para valoracién exclusivamente diagndstica del intestino delgado (79),
pero teniendo en cuenta que en los pacientes asintomaticos no esta indicado el rastreo

del tubo digestivo.

Una entidad de expresion clinica independiente es el tipo asociado a la mutacion
SMAD4, que asocia a la HHT el desarrollo de una poliposis familiar tipo PTJ (JPHT). En
estos casos el seguimiento es obligado por la predisposicion al desarrollo de
adenocarcinoma sobre pdlipo degenerado. Tras una revisidon retrospectiva de una
cohorte de pacientes con HHT, para determinar la prevalencia de aortopatia
(fundamentalmente dilatacion de aorta toracica), se encontré hasta un 38% en los casos
con mutacién en el gen de SMAD4, recomendandose en este grupo de pacientes la

medicion de la aorta dentro de las practicas rutinarias. (80).
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1.5.7. EMBARAZO

La situacion del embarazo es considerada una situacion especial de riesgo dentro
de esta enfermedad. Los estudios de rastreo en las mujeres en edad fértil dentro de una
familia afecta deberan ser previos al embarazo, por la contraindicacidn de realizar
pruebas radioldgicas durante ese periodo y si se detectan malformaciones cerebrales o
pulmonares deberdn ser tratadas previamente al embarazo (81) ya que en este periodo
se produce un aumento en la proliferacién de vasos, que se traduce en un crecimiento
de las malformaciones existentes y un mayor riesgo hemorragico. Es obligado incluir un
estudio espinal porque el hallazgo de malformaciones a ese nivel podria contraindicar

el uso de anestesia epidural en el parto.

Estd descrito un aumento de tasa de mortalidad por diferentes motivos ((46):
fistulas arteriovenosas con hiperaflujo, complicaciones hemorragicas secundarias a
rotura de malformaciones pulmonares o cerebrales en la dinamica y en las maniobras
de parto, incluso complicaciones locales durante anestesia por existencia de
malformaciones espinales no conocidas. Y para la descendencia esta en desarrollo el
plan de consejo genético, realizdndose en algunos centros, incluso el diagnodstico
molecular precoz al recién nacido mediante en una muestra extraida del corddn
umbilical en el momento del parto del cordén umbilical o el diagndstico

preimplantacional.

1.6. DIAGNOSTICO CLINICO Y MOLECULAR

En el afio 1999 un comité de expertos se reunid en la isla de Curagao y definieron
los criterios diagndsticos de la HHT, conocidos como Criterios de Curagao (7),

todavia vigentes en la actualidad (Tabla 1). El diagndstico clinico sera:

A. Poco probable si se cumplen menos de dos criterios
B. Posible si se cumplen dos criterios

C. Definitivo si se cumplen tres o mas criterios
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Con los criterios de Curacao se llega hasta el diagndstico clinico definitivo, pero
existe un punto no incluido en estos criterios, que ha surgido posteriormente con los
avances de las técnicas de diagndstico molecular, que confirma la enfermedad
(82,83,84). De esta forma hasta esta década el diagndstico de la enfermedad ha sido
fundamentalmente clinico, pero a medida que se han conocido mejor sus bases
moleculares se ha conseguido realizar un diagndstico precoz antes de comenzar con las
manifestaciones clinicas, pudiendo considerarse actualmente una enfermedad

diagndstico molecular (82,84).

En el estudio molecular se estudian los genes que estdn implicados en el
desarrollo de la enfermedad y la presencia de mutaciones patogénicas en dichos genes
(ENG, ALK1 0 SMAD4 principalmente) es concluyente y confirma la enfermedad, siendo
este el método de diagnodstico. El analisis de las secuencias de estos genes permite
encontrar aproximadamente el 80% de las mutaciones causantes de HHT (9) (85,86),
valor que se incrementa en un 10% cuando se aplica un método adicional de deteccidn

para grandes delecciones y duplicaciones(12).

También se cree que el 2% de los pacientes diagnosticados clinicamente de HHT
presentaran mutacion en el gen SMAD4 (10,87), lo que corresponderia al 10% de
aquellos pacientes donde el estudio para ENG y ALK-1 es negativo(88); en los ultimos
anos se han determinado otros loci con mutaciones responsables de otras variantes en

los cromosomas 5(11) y 7(21), y ultimamente se han descrito en el gen BMP9/GDF2(22).

A dia de hoy, se encuentran descritas 525 mutaciones diferentes en el gen ENG,
572 mutaciones en el gen ACVRL-1, y 88 mutaciones en el gen SMAD4(89). Ningun gen
muestra una mutacion comun o frecuente en la poblacién, estando descritas la mayoria
de las mismas una Unica vez (Unica familia). Estas mutaciones incluyen mutaciones con
cambios de sentido (missense), mutaciones sin sentido (nonsense), delecciones,
duplicaciones, inserciones en sitios de empalme (splicing), inserciones causantes de
error de lectura (frameshift), mutaciones de significado incierto, mutaciones silenciosas

etc.

En la medida que se progresa en el conocimiento de las distintas mutaciones, se
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asocia cada mutacién a un subtipo de HHT con una tendencia al desarrollo de

manifestaciones intentando determinar un patrén genotipo-fenotipo (85,90,91).

Una vez identificado un caso indice, es recomendable hacer consejo genético a
los familiares y advertirles del beneficio del diagndstico precoz mediante rastreo
genético a los todos los familiares (sintomaticos y asintomaticos) de primera linea, y
posteriormente, a la segunda linea de los confirmados de la primera, especialmente
para jévenes y nifios que todavia no cumplen criterios clinicos (92,93). El diagndstico

prenatal no se recomienda, excepto para los casos graves.

Al caso indice y a los familiares confirmados se les somete a un plan diagndstico
incluido en un protocolo de diagndstico para cada rango de edad para y poder
estratificar el grado de afectacion. Incluso gracias a los avances de diagndstico molecular

se podra orientar el cribado segun la asociacién genotipo-fenotipo.

1.7. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El diagndstico diferencial incluye los sindromes sistémicos que incluyan el
desarrollo de telangiectasias como el Sindrome de CREST (Calcinosis, Fendmeno de
Raynaud, Disfuncidn Esofdgica, Esclerodactilia, Telangiectasias), afectaciones exclusivas
como la Telangiectasia benigna hereditaria y/o la Hipertension arterial pulmonar

Hereditaria.

1.8. ABORDAIJE TERAPEUTICO

El manejo de la enfermedad puede dividirse en medidas generales, destinadas al
manejo de la anemia, control de sangrados nasales y gastrointestinales; la prevencion
de los accidentes cerebro-vasculares (hemorragicos, isquémicos, infecciosos)(94), y de
los eventos trombdticos, y el tratamiento de las malformaciones arterio-venosas
pulmonares, cerebrales 'y  hepdticas  (incluyendo las  complicaciones

hemodinamicas)(95,96).
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Para ello se han utilizado diferentes farmacos, algunos clasificados como
huérfanos y en distintas vias de administracion (oral, intravenosa, subcutanea e
inhalado), y con diferentes efectos, pero todos con influencia sobre la angiogénesis y la
hemostasia: betabloqueantes-propranolol (97), talidomida (98), estrégenos
(estradiol/noretinedrona en edad fértil (99), raloxifeno en edad postmenopausica
(100)), proyectos pilotos con bazedoxifeno (101), octedtrido (102) y anticuerpos anti-
VEGF como el bevacizumab (anticuerpo tipo 1gG1 humano recombinante)(Tabla 3)

(103,104,105,106,107).

Algunos farmacos han demostrado efectos utiles, con aumento de la expresién
de endoglina y ALK1, pero también se ha podido observar que algunas de estas drogas
incrementan a su vez el riesgo de hemorragias, favorecen episodios trombdticos, e
incluso el uso mantenido de algunas puede asociarse a neoplasias hepaticas

(adenomas).

Tabla 3: Tratamientos usados para control de hemorragias en HHT (18,101)

1.- Antifibrinoliticos: Acido aminocaproico, acido tranexamico,
aprotinina
2.- Hormonoterapia: Estrogenos-progestagenos, danazol,

etinil estradiol/noretindrona, fitoestrogenos,
raloxifeno, bazedoxifeno

3.- Inmunosupresores: Sirolimus, tacrolimus

4.- Antiangiogénicos: Anti-VEGF, talidomida, ITF-gamma

5.- Antinflamatorios/antioxidantes: N-Acetilcisteina
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1.8.1. EPISTAXIS

Se han usado distintos tratamientos locales y/o sistémicos con antifibrinoliticos
como acido tranexamico (108), betabloqueantes, estrégenos (109,101) ninguno
plenamente satisfactorio, junto con prevencion de sangrados con hidratacion
intermitente con suero salino. En caso de sangrados que precisen intervencion se
aplicaran tratamientos oclusivos, coagulacion con argén(109), embolizacién o ligaduras
arteriales, empleo de distintos tipos de laser y cirugia (dermoplastia septal). En las
ultimas décadas, la esclerosis con polidocanol (etoxisclerol) (110) aporta buenos y
esperanzadores resultados, tanto en sangrados agudos como en tratamientos
programados. Existen estudios con farmacos intranasales como bevacizumab en uso

compasivo, con algun resultado variable (104,111).

1.8.2. TELANGIECTASIAS CUTANEAS

El tratamiento de estas lesiones es principalmente por motivos estéticos o por
dar lugar a hemorragias incontrolables, pudiendo utilizarse la ablacién local con laser

(112).

1.8.3. MALFORMACIONES ARTERIOVENOSAS PULMONARES

El tratamiento de eleccidn de las malformaciones pulmonares es la embolizacion
(figura 13) (95,113,114). Debe realizarse en todas las MAVP en las que el tamafio de la
arteria aferente sea mayor de 3 mm., pudiendo utilizarse espirales o balones inflables,
aunque los mejores resultados se han obtenido con los primeros. Esta técnica consigue
oclusiones inmediatas en el 90-100% de los casos, pudiendo volver a aparecer por
recanalizacion con el paso del tiempo hasta en el 80% de los casos (115). Las

complicaciones de la técnica son raras y poco importantes en manos expertas.
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Figura 13. Malformacién pulmonar embolizada en Rx torax (A) y angio-TC (B).

Arch Bronconeumol 2013; 49: 119 -21 - Vol. 49 Num.3

Por ultimo, dado el riesgo aumentado de abscesos cerebrales en estos pacientes,
debe realizarse profilaxis antibiotica antes de manipulaciones dentales o
instrumentales (56,116). Esta profilaxis debe utilizarse incluso si el paciente ha sido
tratado con éxito, por las consideraciones antes mencionadas del alto porcentaje de

recidiva.

1.8.4. MALFORMACIONES VASCULARES CEREBRALES

Este tipo de malformaciones vasculares obligan a realizar programas de
despistaje en pacientes con HHT dadas las devastadoras consecuencias que puede tener

y que se trata de una prueba poco invasiva.

Con respecto al tratamiento el problema, no conocemos la historia natural de Ia
evolucidon de estas lesiones, por lo que no esta claro si debemos tratar las MVsnc
asintomaticas(117). En el momento actual, las indicaciones de tratamiento se
consideran que son las mismas que en los pacientes no diagnosticados de HHT. En caso
de decidir no tratarlas, se recomienda realizar un seguimiento con resonancia nuclear
magnética cada 1-3 afios, dada la posibilidad de crecimiento de las malformaciones,

como se ha comprobado que ocurre en otros organos (pulmoén).



INTRODUCCION

Las opciones terapéuticas son la microcirugia, la radiocirugia estereotdxica
(lesiones menores de 3 cm de didmetro) (118,119) y la embolizaciéon (figura 14),
pudiendo elegirse una u otra o su combinacién segun las caracteristicas de las lesiones,

localizacién, nimero y el riesgo de complicacién (117).

Figura 13. Embolizacion de malformaciones cerebrales.

1.8.5. AFECTACION HEPATICA

Solo son subsidiarios de tratamiento de malformaciones hepaticas los pacientes
sintomaticos que desarrollen insuficiencia cardiaca por hiperaflujo, cirrosis y/o signos
de hipertension portal. Con respecto al tratamiento, se ha utilizado la embolizacién
(113) o la ligadura de la arteria hepatica, pero la necesidad de realizar varias sesiones,
el corto periodo de duracién de la mejoria clinica y la descripcién de casos de muerte
por fallo hepdtico agudo o desarrollo de insuficiencia cardiaca aguda por hiperaflujo,

llevan a desaconsejarse este tipo de técnicas (120).

Por ahora, el trasplante hepatico es la Unica opcién terapéutica para los
pacientes sintomaticos, habiendo se llevado a cabo varios con éxito (121,122). La
principal limitacion es la edad de los pacientes en la llegada a la necesidad del trasplante,
pero en los casos trasplantados se dispone de datos de supervivencia a los 10 afios de

un 80% (123). En el caso de desarrollo de complicaciones secundarias a la hipertension
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portal, con la existencia de varices esofagicas, se tomaran las medidas habituales
realizadas en paciente cirréticos de otros origenes, como el tratamiento profilactico de
hemorragia por varices con betabloqueantes, ligadura con bandas si estuviera indicado
e incluso el tratamiento con octeétrido en el caso de complicaciones con mal control
(sangrados digestivos persistentes por ectasias, por varices esofdgicas con escasa

respuesta a esclerosis)(102).

En situaciones de afectacién hepdtica grave y un alto indice cardiaco secundario
a shunt en enfermos con HHT, se han realizado ensayos con fdrmacos antiangiogénicos
(106), siendo el bevacizumab del que se disponen mejores resultados en la actualidad.
La administracion sistémica de bevacizumab (124,125), a dosis de 5 mg/Kg cada 15 dias
(105) con un efecto sobre el VEGF consiguiendo una inhibicidn de la angiogénesis (104).
En pacientes en situacion de cirrosis o insuficiencia cardiaca secundaria, en
contraindicacién de trasplante por comorbilidad y/o edad o como terapia puente al
trasplante, se ha conseguido una respuesta global de hasta 87% valorada como
disminucién del gasto cardiaco, mejoria de los sangrados con disminuciéon del

requerimiento de soporte transfusional y recuperacion de la calidad de vida.

1.8.6. MANIFESTACIONES DIGESTIVAS

En relacién a la afectacidon digestiva, no esta indicado realizar pruebas de
screening si no hay indicios de sangrado alto o bajo. El tratamiento sera sintomatico, en
caso de sangrado agudo de angiodisplasias se realiza la ablacion local de las lesiones con
distintos tipos de laser, escleroterapia con argdn o etoxiesclerol (126), siendo necesaria
la cirugia si estas técnicas no tienen éxito. En sangrados crdnicos con situaciones de
ferropenia se aplicara soporte transfusional o ferroterapia oral/iv segin el

requerimiento.

Se han ensayado distintos farmacos, estrogenos (99,100), danazol, acido
tranexamico, acido aminocaproico y otros fadrmacos via subcutanea o intravenosa como
el octedtrido o el bevacizumab segln las caracteristicas, edad o situacién de cada

paciente, con resultados variables, pero parece que positivos en relacién al control de
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los sangrados.

1.9. HEMOSTASIA

La hemostasia es un mecanismo fisioldgico que resuelve una agresién/dafio en
la pared de los vasos sanguineos, cuyo objetivo es detener el sangrado y, ademas,
mantener la sangre en estado fluido, siendo imprescindible un equilibrio entre los
factores que intervienen en el cese de la hemorragia y los que evitan la trombosis
(anticoagulantes naturales y factores fibrinoliticos). Cualquier persona sana vive en este
equilibrio, pero si existe un potencial hemorragico puede existir un déficit de factores
de coagulacién o un aumento del potencial fibrinolitico, mientras que una situacién de
coagulacion superior a la fibrinolisis favorecera las trombosis.

La funcién de hemostasia se inicia tras una agresion/traumatismo con lesién
vascular que desencadena (Figura 15), cuatro mecanismos de respuesta en los que
intervienen los propios vasos, las plaquetas, los factores de coagulacion y los factores

de inhibicidon que controlan el proceso:

e Una vasoconstriccidn refleja o fase vascular, consecuencia de la liberacion de
factores tisulares ante la agresion, que activa la hemostasia primaria o fase
endotelial-trombocitaria (adhesion, liberacion de los granulos y agregacion
plaguetaria) que es responsable de la fase rapida que produce el cese inicial (3-

5 minutos) y temporal de la hemorragia.

e Unavezformado el tapdn plaquetario se continia con la hemostasia secundaria
o fase plasmatica (5-10 minutos), consistente en la activacion de la coagulacion,
a través de factores que interaccionan sobre una superficie para formar una red
de fibrina y producen asi el cese definitivo del sangrado por la formacién del
coagulo de fibrina.

e La hemostasia finaliza con la fibrinolisis (48-72 horas), fase en la que se disuelve

el trombo tras detener la hemorragia y se recupera el flujo normal.
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Figura 15. Respuesta fisioldgica ante una agresion de pared.

El endotelio ha surgido como uno de los factores reguladores
fundamentales de la hemostasia, a través de su capacidad de expresar
procoagulantes y anticoagulantes, vasoconstrictores y vasodilatadores, asi como

moléculas clave de adhesion celular y citoquinas.

En condiciones normales, las células endoteliales sostienen un efecto
vasodilatador y un estado fibrinolitico local en el que se mantiene una supresion
de la coagulacidn, la adhesion-activacion de plaquetas, asi como la liberacién de
leucocitos y citocinas. Una superficie endotelial no trombogénica se mantiene a
través de distintos mecanismos, produccidon endotelial de la trombomodulina
(TM), posterior activacién de la proteina C, expresion endotelial de heparan
sulfato y sulfato de dermatano, expresion de inhibidor de la via del factor tisular
(TFPI1), produccion local de activador del plasmindgeno tisular (tPA) y activador

de plasmindgeno de tipo uroquinasa (uPA). Ademas, la elaboracion de NO,
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prostaciclina y la interleucina 10 (IL-10) por endotelio que inhiben la adhesién y
activacion de leucocitos y produce vasodilatacion.

Por el contrario, durante los estados de alteraciones endoteliales, ya sean
fisicos (Ej. traumatismo vascular) o funcional (Ej. sepsis), se genera un estado

protrombdtico y proinflamatorio.

La respuesta del endotelio produce Factor endotelial activador de
plaguetas (PAF) y endotelina, que promueven la vasoconstriccion, y factor de
von Willebrand (vWF), factor tisular (TF), inhibidor del activador del
plasminégeno (PAI) -1, y el Factor V. También se activan las células endoteliales,
con una mayor expresion en la superficie de ciertas moléculas de adhesién
celular (tales como P-selectina o E-selectina), con promocién de la adhesidny la

activacion de los leucocitos(127).

La existencia de hemorragias desde la infancia sugiere que existe una patologia
grave y heredada, y si las hemorragias son recurrentes y espontaneas, es obligado
primeramente descartar trastornos de la hemostasia realizando un analisis de todas las
fases de la misma (128,129,130,131,132). Dependiendo del tipo de hemorragias se
puede deducir la fase donde puede existir la alteracion: en mucosas y piel, espontaneas
o tras leves traumas, sugiere patologia a nivel de la hemostasia primaria; cuando las
hemorragias son profundas (hemartros, hemorragias quirurgicas, la probabilidad de que

las alteraciones estén en la hemostasia secundaria es mayor.

La HHT, siendo una entidad hemorrdgica heredada, presenta una intensa
variabilidad de expresién tanto interfamiliar como dentro de la misma familia (edad de
comienzo de las hemorragias, intensidad y distintas localizaciones del sangrados) e
incluso asocia complicaciones trombdticas (133), motivo por el cual hace pensar que
ademas de un problema en la angiogénesis (25), podria existir una disfuncion en alguna

de las fases de la hemostasia o un desequilibrio entre ellas (134).

En 1896 Rendu identificd la HHT como una entidad hemorrdgica similar a la

Hemofilia, en los siguientes afios se desestimé que fuera una enfermedad de la
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hemostasia por estudios escasos y poco desarrollados (135,130). Actualmente ya se
encuentra establecido que es una entidad vascular de base genética que traduce una
disfuncidn en la angiogénesis, persistiendo la duda sobre factores epigenéticos aun
desconocidos que influyan en la gran variabilidad. Afrontar el estudio de una
enfermedad hemorrdgica continda siendo un reto en la evaluacidon de los distintos
factores que intervienen en la hemostasia (136) e incluso de manejo, en situaciones con

decisiones complicadas de anticoagulacién/antiagregacion.

1.9.1. VASOCONSTRICCION REFLEJA

En condiciones normales la pared de los vasos es firme, soporta la presion
ejercida por la sangre y ante una agresién a la pared de los vasos, se produce una
vasoconstriccién refleja que reduce el flujo para evitar la pérdida de sangre. Esa
respuesta tiene lugar a los pocos segundos de producirse la lesidn vascular y es, en parte,
una respuesta neurdgena refleja y, en parte, dependiente de sustancias liberadas por
las plaquetas (serotonina, tromboxano A2, derivados del acido araquiddnico) y
endotelina.

Esta liberacion de mediadores es desencadenada por la interaccién de las
plaguetas, con la pared vascular, jugando un papel esencial para detener la salida de la
sangre en capilares, arteriolas pequenas y vénulas. Se conoce que en la HHT los vasos
presentan morfologicamente dilataciones y un comportamiento con debilidad-
fragilidad capilar, atribuibles a un defecto en la angiogénesis y, por lo tanto podria existir

alguna alteracion en esta fase pudiendo existir disfuncion en la vasoconstriccion refleja.

1.9.2. HEMOSTASIA PRIMARIA

Las plaquetas son participantes esenciales en el proceso de la hemostasia
primaria (137); a partir de la vasoconstriccion comienza la fase mediada por sustancias
que liberan las plaquetas (serotonina y tromboxano A2 principalmente) y por la
endotelina  sistetizada por las células endoteliales, constituyendo un codgulo

provisional, que contribuyen a formar el coagulo definitivo aportando fosfolipidos. Ante
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la lesidn vascular y tras la vasoconstriccion local, participan en tres fases: adhesion,

liberacidn de sustancias con activacion y agregacion (128,132):

a)

b)

c)

Adhesion: las plaquetas tras el dafio vascular se adhieren a los bordes de la
herida sobre el coldgeno subendotelial; se requiere la intervencion del factor
Von Willebrand, que enlaza la glicoproteina Ib de la superficie de las
plaquetas con la pared vascular.

Activacion: tras el contacto, se liberan sustancias de los granulos, sustancias
como el ADP, factor V, fibrinégeno, trombospondina y tromboxano A2 que
inducen la agregacién. Un componente clave para el proceso
aterotrombdtico es la liberacién de difosfato de adenosina (ADP) por células
dafiadas, y en particular por eritrocitos, células endoteliales y plaquetas. El
ADP estd contenido en los granulos densos de las plaquetas, y se libera
cuando las plaquetas son estimuladas por agonistas tales como la trombina
y el colageno. Seguidamente el ADP activa los receptores de glucoproteinas
(Gp) llb/llla, con el resultado de la agregacién plaquetaria (138). La
agregacion plaquetaria inducida por el ADP es un factor primordial en la
promocién y extension de la trombosis (139)

Agregacion: las plaquetas unidas forman un tapdn, asegurado por el
fibrindgeno que se une al complejo proteinas llb y llla de la pared de las

plaquetas y la trombospondina.

Para que se inicien los procesos de liberacion y agregacion, las plaquetas tienen

gue estar activadas, siendo los principales agonistas y activadores de la adhesién al

coldgeno, el ADP, la trombina, la adrenalina y el tromboxano A2 (Figura 16).
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Figura 16. Mecanismos de adhesion y activacion plaquetaria. Lopez Farré A. Rev ESp

Cardiol Supl. 2013:13 (B):2.

Esta fase amplifica mas la activacién porque actla sobre otras plaquetas,
participando estas en la formacién del coagulo provisional, contribuyendo a la
formacion y la retraccion del trombo definitivo y manteniendo la integridad de la pared

vascular. Cuando existe patologia en la hemostasia primaria se producen equimosis,

petequias y sangrados espontdneos de piel y mucosas.
1.9.3. HEMOSTASIA SECUNDARIA

La hemostasia secundaria incluye la formaciéon de malla de fibrina, mediante la
participacién de los factores de coagulacidn. Existen dos aproximaciones a la hemostasia

secundaria, la cascada cldsica (Figura 17) y, de mas actualidad, la fase plasmatica (fase

inicio, amplificacién y fase de propagacion) (Figura 19):
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Las tres vias que forman la cascada de coagulacion clasica

Intrinseca XIl — Factor Hageman, una serina proteasa
- Xl — Antecedente tromboplastinico, una serina proteasa
superficie de contacto IX — Factor Christmas, serina proteasa
VIl — Factor estable, serina proteasa
l XIll — Factor estabilizante de fibrina, una transglutaminasa

PL — Fosfolipidos de membrana plaquetaria
XII—> Xi, P plaa

Ca™" — lones calcio
l TF — Factor tisular ( o=forma activa )
S X, -
: Extrinseca
l TEVIL dafio tisular
X s IX,
(v, PL,lCa") l ,
X > X, < X Comun
(v, PL,LCa") X

protrombina ———»  trombina l
(serina proteasa)
XIl,

cuagulo estable
fibrinbgeno ——> fibrina ———> 9

de fibrina

Figura 17. Cascada Cldsica de la Coagulacion

Al quedar expuesto el factor tisular subendotelial desencadena la cascada de la
coagulaciéon y la formacion de coagulo hemostatico. Los factores plasmaticos de la
coagulacién son proteinas procoagulantes, su nomenclatura es internacional y se
denominan utilizando ndmeros romanos, asignados en el orden en el que fueron
descubiertos.

Existen algunas excepciones: el factor VI (no existe), la precalicreina, calicreina, el
quininégeno de alto peso molecular (CAPM) y los fosfolipidos plaguetarios, que no estan

incluidos en esta clasificacion.

Todas estas proteinas y componentes celulares estan involucrados en el proceso
de coagulacién, circulando en plasma de forma inactiva en condiciones fisioldgicas,
“w_n

siendo activados durante el proceso de la coagulacién representdndose con el sufijo “a

después del nimero romano (Figura 18).
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Ndamero Nombre
Factor | Fibrinégeno
Factor I Protrombina
Factor Il Factor histico (tromboplastina histica)
Factor IV Calcio
Factor V Proacelerina
Factor VI Actualmente no se emplea
Factor VI Proconvertina
Factor VIl Factor antihemofilico A
Factor IX Factor Christmas o factor antihemofilico B
Factor X Factor Stuart
Factor XI Antecedente tromboplastinico del plasma (PTA)
Factor XII Factor Hageman o de contacto
Factor XIlI Factor estabilizante de la fibrina
Precalicreina
Cininégeno de alto peso molecular
Factor von Willebrand

Figura 18. Factores de la coagulacion

Estos factores se pueden englobar en dos grandes grupos:

- Factores dependientes de vitamina K

Estos factores de la coagulacidn se sintetizan principalmente en el higado y en el
endotelio vascular. Requieren vitamina K para su correcta funcionalidad. Entre ellos se
incluyen los factores Il, VII, IX y X, asi como la proteina C y proteina S. Todos ellos

precisan para su sintesis a la vitamina K como cofactor.

- Factores no carboxilados o P.I.V.K.A. (Protein Induced by Vitamin K Absence)

Estos factores no son funcionales y poseen actividad anticoagulante por un

mecanismo competitivo sobre los factores carboxilados.

Después de muchos anos de investigacion, en 2007 se llegd a la conclusiéon de
que la cascada cldsica (via intrinseca, extrinseca y comun) era poco asumible en la
fisiologia “in vivo”, motivo que llevd a proponer una Nueva Cascada de la coagulacion o

Modelo Celular de la coagulacion (140) (Figura 18).
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Este modelo exige la colaboracidn de varios factores, fosfolipidos plaquetarios
(factor 3 de las plaquetas), el factor tisular y el calcio. El complejo formado por el factor
tisular y el factor VIl participa en la activacion del factor IX, por lo que las dos vias de la
coagulacidn, intrinseca y extrinseca van unidas casi desde el inicio del proceso.

La activacion de las plaquetas altera la permeabilidad de la membrana y permite la
entrada del calcio y la salida de sustancias quimiotacticas que atraen a los factores de la
coagulacién a su superficie. Al mismo tiempo, se liberan factor V y fosfolipidos acidos,
gue aportan el complemento necesario para el proceso de la coagulacidn.

El proceso completo precisa de tres fases consecutivas (Figura 19): inicial, de
amplificacién y de propagacién, participando activamente en las dos Ultimas, las

plaguetas y la trombina.

FXa Profrombina

F
l \ \ FVa l / FVIIFFYW Fase de amplificacion

Trombina — FV = FVa
FIX —, FIXa EX

\ T Sl Fase de propagacion
FXla

/ Plaqueta

Protrombina W
Fibrinégeno

L |

Fibrina

Figura 19. Modelo Celular de la coagulacion

a) Fase inicial: El complejo factor tisular-factor VI, de forma directa e
indirectamente a través del factor IX, activa inicialmente el factor X

transformando pequefias cantidades de protrombina en trombina, que son aln



inTrRopuccioN IS

insuficientes para completar el proceso de formacién de la fibrina.

b) Fase de amplificacién: La trombina asi formada, junto con el calcio de la sangre

y los fosfolipidos acidos, que provienen de la plaqueta, participa activamente en
un proceso de retroalimentacion para la activacién de los factores X, IX, VIl y de
forma especial V, para acelerar la activacion de la plaqueta. Simultaneamente,
por mecanismos quimiotacticos, los factores mencionados son atraidos a la
superficie de las plaquetas, donde tienen lugar de forma muy rapida importantes

procesos de activacidén y multiplicacion.

c) Fase de propagacidon: La amplificacion del proceso por mecanismos de

retroalimentacion entre trombina y plaquetas, y la activacidon de todos estos
factores permiten activar grandes cantidades del factor X y formar el complejo
protrombinasa para convertir la protrombina en trombina y, a expensas de ésta,
el fibrindgeno en fibrina. El proceso final, siempre en la superficie de la plaqueta,
se acelera para generar de forma explosiva grandes cantidades de trombina y
fibrina. La fibrina formarda una malla definitiva que reforzard al tapdn

hemostatico inicial, formandose un codgulo o trombo definitivo.

Ademas de todas las proteinas procoagulantes existen unas proteinas
anticoagulantes (las mas importantes son antitrombina Ill, proteina C y proteina S) que
regulan y controlan el proceso de coagulacién evitando una coagulacion generalizada,
existiendo entre ellos un equilibrio(140). Aunque la descripcién del mecanismo de la
coagulacidn se divide en diferentes fases, todas ellas guardan relacién entre si, de forma
gue las plaguetas activadas van a acelerar el proceso de la coagulacion y, a su vez, los

productos de la coagulacidn van a inducir la activacion de las plaquetas.

1.9.4. FIBRINOLISIS

El sistema fibrinolitico es el encargado de eliminar la fibrina del lecho vascular,

utilizando distintos elementos procedentes del plasma, de las plaquetas y de los tejidos.

Esta fase es de gran importancia en las todas las enfermedades hemorragicas, ya que
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participa en la resolucién del trombo y por tanto participa en el equilibrio entre la
hemorragia y la trombosis. Hoy se sabe que este sistema interviene también en otros
procesos en los que se produce protedlisis extravascular, por lo que desempefia un
papel importante en los procesos inflamatorios, en el crecimiento y diseminacion
tumoral y en la aterotrombosis (141).

En esta fase se produce la conversidon de una proteina circulante en forma de
proenzima (plasmindégeno) en su forma activa (plasmina), la cual actla
degradando/desintegrando la fibrina y por tanto eliminando el codgulo formado, tras
conseguir el objetivo de detener la hemorragia. La transformacién del plasmindgeno en
plasmina, es decir, su activacidn, se produce mediante el factor Xlll activado y, sobre
todo, con la participacién del activador tisular del plasmindgeno (tPA) liberado por el
endotelio vascular en respuesta a la oclusion (142). Plasmindgeno, t-PA, y fibrina forman
un complejo que promueve la formacién de plasmina y consiguientemente la lisis de la
fibrina. El plasmindgeno y el t-PA estan protegidos por sus respectivos inhibidores, la a-
2-antiplasminay el PAI-1.

La plasmina, al degradar la fibrina del coagulo, la transforma en productos de
degradacion del fibrinégeno (PDF) que contienen residuos de lisina y arginina en
posicidn carboxiterminal. Estos residuos constituyen los sitios de unidn para el tPAy el
plasmindgeno y son, por tanto, responsables de amplificar enormemente la cascada de

la fibrindlisis (143).

Existen por tanto diferentes niveles en los que se puede inhibir la fibrinolisis (Figura 20):
a) los inhibidores de los activadores del plasminégeno:

- PAI-1: es el principal inhibidor de la activacion de la fibrinolisis in vivo

(antifibrinolitico), que se sintetiza en el endotelio vascular y también en el higado

(144). En la fibrindlisis intervienen macréfagos que junto con las

metaloproteinasas sintetizan Factor Tisular (FT) y es el PAI-1 el principal inhibidor

de la activacion de las metaloproteinasas (MMP). Sin embargo el PAI-1 también

tiene la capacidad de unirse a la fibrina, y cuando lo hace, ésta frena su capacidad

inhibitoria sobre el t-PAy el u-PA51. El ensamblaje del t-PA a la fibrina explica en

parte el papel del PAI-1 en la fibrinolisis. La incorporacion de anticuerpos

monoclonales anti-PAl-1 en un trombo en formaciéon aumenta la fibrindlisis y
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reduce la extension del trombo, alumbrando la idea de que el PAI-1 interviene
en la estabilizacién y extensién del coagulo (145)
A demads de su efecto directo en la fase de fibrindlisis se han observado otros
efectos sobre diferentes érganos (higado, pulmén, rifién) en estudios realizados
en modelo animal; en los que se observa que la deficiencia de PAI-1 o la
inhibicién de la actividad de PAI-1 atenua la fibrosis(146), observandose un papel
importante en la esclerosis sistémica; paraddjicamente a nivel cardiaco se ha
observado un papel protector, ya que la deficiencia homocigdtica del gen de PAI-
1 promueve la fibrosis cardiaca espontanea dependiente de la edad, incluso
estudios a nivel de tejido cerebral detectando una mejoria de la evolucién de
ictus tras bloqueo-inhibicion de PAIl y TAFI(145)

- PAI-2, fundamentalmente de origen placentario y efectos poco

conocidos.

- PAI-3, con una menor actividad antifibrinolitica.

b) la via del inhibidor de la fibrindlisis activable por trombina (TAFI)(143), que una
vez activado por la trombina (TAFla) es capaz de eliminar los residuos de lisina y
arginina de la superficie de la fibrina, impidiendo la formacién de plasminay, por

lo tanto, limitando la cascada de la fibrindlisis (evitando la amplificacidn).

c) aotro nivel se puede regular la actividad proteolitica de la plasmina por la accidn
de la a2-antiplasmina (143), inhibidor de la activacidn del plasmindgeno(142), y

en menor medida, inhibicidn por la a2-macroglobulina.

Una correcta hemostasia depende del balance de fuerzas entre todas estas
tendencias opuestas, de tal modo que sélo un adecuado equilibrio entre ambas fuerzas

dara lugar a un correcto funcionamiento del sistema fibrinolitico.
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Figura 20. Sistema fibrinolitico

La activacién de la fibrindlisis, parte por la via extrinseca mediante el factor
tisular, por la via intrinseca con el factor Xll y por otros exdgenos: Estreptokinasa,
Urokinasa y el activador tisular del plasminégeno (tPA) liberadas por el endotelio
vascular en respuesta a la oclusidn. La liberacion de t-PA desde las paredes del vaso es
un paso importante en la regulacién de la fibrindlisis (147), aunque no existe una
relacidon entre la velocidad de destrucciéon del coagulo y la rapidez con que se secreta el
t-PA desde el endotelio. Las plaquetas activadas sintetizan serotonina, de esta manera,
inducen la liberacion del t-PA desde las células endoteliales.

El equilibrio entre los procoagulantes, anticoagulantes fisioldgicos (Antitrombina
lll, Proteina C, Proteina S) y los inhibidores del proceso de fibrindlisis (PAI, alfa-2
antiplasmina y alfa-2 macroglobulina) ayudan a mantener el equilibrio hemostatico y

evitar los fendmenos trombadticos.
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1.9.5. Hemostasia y HHT

En relacion a los estudios de HHT y hemostasia son escasos y antiguos, centrados
fundamentalmente en la agregacién plaquetaria (130,128,137,132) y algun estudio
aislado de fibrindlisis (129)(148). Después de todos estos afios de conocimiento de la
enfermedad, se observa una gran variabilidad de expresion de sangrados incluso entre
los distintos miembros afectos de una misma familia (misma mutacion), incluso la
concomitancia de complicaciones trombdticas a una situacién con tendencia a
hemorragias(149); se mantiene por tanto la idea de una disfuncién o desbalance entre
las fases de la hemostasia (150) o la existencia de factores moduladores de la hemostasia
no identificados hasta ahora. También se han detectado la existencia de enfermedades
de la hemostasia simultaneas a la HHT (134).

En los ultimos afios existen analisis de comportamiento de esta enfermedad
hemorragica con tratamientos antiagregantes y/o anticoagulantes, en las que no se
observa un claro empeoramiento de los sangrados, manteniendo un comportamiento
variable sin relacion a dichos tratamientos(149); aparece la necesidad de dar a conocer
el comportamiento de estos pacientes con nuevas terapias anticoagulantes
(anticoagulantes de accidn directa) (151), abriéndose nuevos caminos para la posibilidad

de tratar a dichos pacientes.

Evaluando cada una de las fases de la hemostasia en relacién a la deficiencia en
ENG o ALK-1, se pueden valorar los puntos en los que pueda existir alguna relacién o
influencia (Figura 20):

a) - Espasmo Vascular:

e En una telangiectasia/malformacion arterio-venosa puede existir una
alteracién de la vasoconstriccidon refleja por no producirse una
espasmo vascular adecuado y fallar el primer paso de la hemostasia,
para detener el sangrado. La expresion de endoglina es
predominantemente  endotelial, expresandose  en zonas
angiogénicas, pero también en regiones donde se ha producido dafio
vascular, en fibroblastos del estroma perivascular y células

musculares lisas que rodean los vasos.
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e Teniendo en cuenta los factores productores del vaso espasmo es

necesario valorar la respuesta de endotelina-1 en estos pacientes.

b) - Hemostasia Primaria:

e En esta fase participan fundamentalmente las plaquetas y sus
productos de liberacidon, pero con influencia de factor VW; estudios
en plaquetas parece demostrar que éstas no expresan ni endoglina ni
ALK-1, motivo por el cual no deberia estar influenciadas de forma
directa por una menor expresién de endoglina.

e Esta fase es muy dependiente de integrinas y si se ha demostrado

interaccion endoglina-integrinas.

c) - Hemostasia secundaria:

e Las manifestaciones de las enfermedades hemorragicas afectas de
factores que participan en la hemostasia secundaria, presentan
hemorragias internas, hemartros, sangrados postquirargico,
manifestaciones no presentes en estos pacientes. En 1896 se
desestima que se trate de una enfermedad distinta a la hemofilia

(2,3).

d) - Estabilizacion del trombo/Fibrinolisis:

Esta fase es muy importante en nuestros pacientes por varios motivos:

Es dependiente de interaccion endotelio-plaqueta y también lo es de
integrinas, una vez demostrada la interaccidon endoglina-integrina como
se ha expuesto previamente. La inestabilidad del trombo es una situacion
gue podria explicar alteraciones secundarias, ya que una vez formado al
no estabilizarse pueda migrar generando fendmenos trombadticos
también descritos en estos enfermos (133,152), simultdneos a
situaciones hemorragicas.

Y por ultimo la implicacion de la ruta del TGF-B, que regula la liberacion

de PAI-1 (Figura 20) (153)(154), principal mediador de Ia
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fibrindlisis(155,156), que a su vez esta relacionado con la produccion

VEGF (157,158,159) .

1. Espasmo vascular = Endotelina 2. Hemostasia primaria ==» Plaquetas

Fndotelo Membe ana basal MUBCIAO 30 Artonol
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Liberackin de endoteling que  Vasoconswiccion  ECM (coldgeno)
PO VASOOONMNCCKN ol

3. Hemostasia secundaria == Fibrina

Figura 21. Fases de la Hemostasia

Actualmente existen métodos mas amplios y mejor desarrollados para descartar
con mas peso la existencia de disfunciones de alguna de las fases o reevaluar
desequilibrio ya estudiados.

En busca de posibles dianas terapedticas, analizamos los tratamientos utilizados
hasta la actualidad, y observamos que practicamente todos presentan un efecto directo

o indirecto sobre la fase de fibrindlisis:

e El acido tranexamico (108) es una sustancia sintética similar a la lisina, y su
administracién bloquea el punto de enlace de la lisina en la plasmina (enzima de
la fibrindlisis), esencial para el enlace de la plasmina a la fibrina. De este modo
se bloguea el efecto normal de la plasmina, y por tanto bloquea la disolucién de
coagulos. En dosis reducidas, el acido tranexamico actla como inhibidor
competitivo de la plasmina, en dosis elevadas como inhibidor no competitivo. Se

piensa que produce un efecto local bloqueando la fibrindlisis, pero su
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administracién sistémica a la vez que controla la hemorragia favorece los
eventos tromboticos sistémicos.

e Respecto a la administracion de moduladores selectivos de receptores
estrogénicos, existen estudios relacionados con tratamientos en otras
indicaciones donde se ha observado una influencia en los niveles PAI-1, y que a
su vez presentan un resultado beneficioso sobre las epistaxis y los sangrados
digestivos de los pacientes HHT (143,101).

e El uso de bevacizumab en el control de las hemorragias nasales y digestivas, y
como terapia puente a trasplante por cirrosis ha presentado resultados, parece

que atribuido al descenso de niveles de VEGF (106,160,105).
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HIPOTESIS

La HHT es una enfermedad poco frecuente y, por ello, mal estudiada a nivel
asistencial. A pesar de los avances de los ultimos afios no se acaba de filiar de manera

correcta a todos los pacientes.

Nuestra hipdtesis es que la combinacion de métodos clinicos, imagen, genéticos
y bioquimicos, incluido el estudio de la hemostasia, nos permitird una mejor

caracterizacion de estos pacientes.
OBIJETIVOS

2.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS FAMILIAS CON TELANGIECTASIA
HEMORRAGICA HEREDITARIA EN EL AREA SANITARIA DE SALAMANCA

- Estimar el alcance de un problema de salud desconocido y englobado dentro
del grupo de Enfermedades Minoritarias o de baja prevalencia, a nivel de

nuestra area sanitaria.

2.2. DIAGNOSTICO CLiNICO

- Estudiar la expresion clinica de la enfermedad en nuestros pacientes.

- Analizar la validez de los Criterios Clinicos

2.3. ESTUDIO GENETICO

- Confirmacién de casos mediante diagndstico genético y analizar las

caracteristicas de las mutaciones.

2.4. CORRELACION FENOTIPO-GENOTIPO

- Una vez identificado el gen afecto, ENG, ALK-1 o SMAD4, se realizard una
correlacién entre los datos clinicos y las mutaciones encontradas (fenotipo-

genotipo).
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2.5. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE HEMOSTASIA EN HHT

- Estudiar el comportamiento de los distintos elementos que intervienen en la
hemostasia, en busca de factores bioldgicos que influyan en la variabilidad de la

expresion clinica.
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PACIENTES Y METODOS

3.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS FAMILIAS AFECTAS DE HHT EN EL AREA SANITARIA
DE SALAMANCA

3.1.1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

e Se valoraron en la consulta de Medicina Interna pacientes con clinica de
enfermedad hemorragica hereditaria, procedentes de diferentes servicios (S.
Hematologia, S. O.R.L, S. de Aparato Digestivo, S. Neurologia, S. Urgencias y S. de
Medicina Interna fundamentalmente).

e Se reevalud y se actualizo la situacion clinica, analitica y screnning familiar de
pacientes con diagndstico de HHT en afios previos (161).

e Los pacientes procedian tanto de Salamanca capital como de pueblos del area
sanitaria, con una valoraciéon preliminar por algunas de las especialidades
previamente especificadas.

e Los datos se recogieron durante 2 afios y medio (periodo correspondiente de
enero de 2014 a junio 2016).

e Seanalizaron las caracteristicas epidemioldgicas de dichos pacientes: sexo, edad,

lugar de procedencia, identificacidn de caso indice y andlisis de familiares.

3.1.2. DIAGNOSTICO CLiNICO

e A todos los pacientes se les realizé6 una analitica (bioquimica, hemograma,
estudio hierro) junto con el estudio genético, previo consentimiento informado
(siguiendo la normativa legal para Estudios Clinicos en Espafia y las del Comité
de Etica del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca).

e Tras identificar el caso indice se realizd un arbol genealdgico mediante el
programa (GenoPro 2011°®) y se completd estudio genético a todos los familiares
gue dieron su consentimiento, independientemente de la edad (aceptado el
consentimiento por sus padres o tutor legal). Se determina la rama parental,
identificamos la familia con numero (F1,F2,..), N© de miembro dentro de la

familia afecta con numeros romanos (F1-l, F1-II,...).
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Se recopilaron los datos inicialmente en una base de datos clinica (Filemaker Pro
Avanced 11 Ov.1), con posterior andlisis estadistico segin se explican mas
adelante.

Ademds de una historia clinica general completa, se recogié un apartado
especifico de historia dirigida a signos clinicos de HHT, realizando una valoracion
clinica en tres apartados principales:

a) El diagndstico clinico se realizé de acuerdos con los Criterios de Curagao
(7):
» 1.- epistaxis: espontaneas y de repeticion.
» 2.- telangiectasias: cuantificacion y localizacion (cutdneas vy
mucosas).
» 3.- antecedentes familiares: primera linea con epistaxis.
» 4.- afectacion orgdnica/visceral (cerebral, pulmonar, hepatica,
digestiva).
- Se clasifican los pacientes segln el niUmero de criterios:
» poco probable (1 criterio)
» posible (2 criterios)
> definitivo (3 o mas criterios)
>

confirmado (estudio genético)

b) Estratificacién de epistaxis mediante un score de sangrados: Epistaxis
Severity Score (ESS).

Se calculd la puntuacién con esta medicion estandarizada (162). EI ESS es una

suma ponderada de cada una de las variables que definen la epistaxis, mediante

estas 6 preguntas (43)(163) (Tabla 4).

Tabla 4: Epistaxis Severity Score (164)
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¢Qué frecuencia de Menos de una vez al mes 0
las epistaxis? Una vez al mes 1
Una vez por semana 2 X0,14
Varios por semana 3
Una vez al dia 4
varios por dia >
<1 min 0
1-5 min 1
¢Qué duracion?
6-15 min 2 X0,25
16-30 min 3
>30 min 4
¢Coémo describiria su
sangrado tipico? No torrencial o efusivo 0 X 0,25
Tipicamente efusivo 1
¢Ha precisado
atencién médica por Si 0 X 0,30
la epistaxis? No 1
¢Tiene anemia por
epistaxis? Si 0 X 0,20
No 1
¢Ha recibido
transfusiones de Si 0 X0,31
sangre? No 1
Denominador
Raw
Nommalized _ 2 x 10
HHT-ESS

Denominator
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Figura 22: The HHT-ESS was developed by Jeffrey B. Hoag, M.D., M.S. from
Drexel University College of Medicine in conjunction with Christian A. Merlo,
M.D., M.P.H. and members of The Johns Hopkins University HHT Center of

Excellence

El ESS Normalizado es igual al resultado del célculo anterior/2,71 x 10
(Figura 22). La puntuacién oscila de 1-10 clasificando la epistaxis en: 0-1 no

epistaxis, 1-4 ESS leve, 4-7 moderado, 7-10 severo.

c) Paralavaloracion de Afectacidn organica (cerebral, pulmonar, digestiva,
hepdtica y espinal) del caso indice y el cribado familiar, se le aplicé un
protocolo diagndstico para valorar el grado de afectacién orgdnica, en
funcién de la edad:

- Adulto vardn: protocolo estandar (tabla 5).

- Mujer premenopausica: protocolo estandar + Angio-RM medular (edad
gestacion).

- Mujer perimenopausica: protocolo estandar + Densitometria Osea.

- Pediatrico: neonatos, menos de 12 afios o mayores de 12 anos

(protocolo reducido, con variables segun edad) (Tabla 6).
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Tabla 5: Protocolo diagndstico en HHT en adultos (Protocolo H. Sierrallana- Cantabria)

PROTOCOLO ESTANDAR ADULTO

e Analitica rutinaria

e Estudio Genético/consejo

e Rxde Torax

e Ecocardiograma contraste
(T. burbujas—S.salino
agitado)

e AngioTC toracoabdominal

e Angio RMN cerebral

e Espirometria/Test
ortodeoxia

e Exploracion ORL

e Exploracién Oftalmologia

e Capilaroscopia

PROTOCOLO REDUCIDO

e Analitica rutinaria
e Estudio genético
e Rxde Tdrax
e Ecocardiograma contraste
(si positivo: angio TC torécico)

- Shunt grado 2 2:
Angio TAC toracoabdominal

- Shuntgrado<1:

Rx térax y Eco Doppler Abdomen
e Angio RMN cerebral

e Pulsioximetria/ortodeoxia

e Exploracion ORL

e Capilaroscopia

Tabla 6: Protocolo diagndstico HHT edad pedidtrica (Protocolo H.Sierrallana- Cantabria)

PROTOCOLO PEDIATRICO

Pulsioximetria

Neonatos Menores de 12 afios > de 12 afios
. , Protocolo
Ecodoppler e Pulsioximetria anual
e Ecocardiograma: Test de burbujas adulto
Transcraneal J
- Negativo: pulsioximetria anual reducido

- Positivo: Angio-TC toracico
» Positivo: embolizacion
» Negativo: pulsioximetria  anual

e AngioRM Cerebral
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3.2

ANALISIS MOLECULAR

Se solicité consentimiento informado siguiendo las normas legales para estudios
Clinicos y las normas del Comité Etico del Complejo Asistencial Universitario de
Salamanca, con el que se autorizo la realizacion del estudio genético (dentro de
la practica clinica habitual) y se incluyé también permiso para realizacidn de un
estudio completo de hemostasia y el consentimiento para reservar una muestra

en el Biobanco (para posibles estudios futuros).

El estudio genético se realizé en la Unidad de Medicina Molecular, del
Departamento de Medicina — IBSAL segun técnicas protocolizadas en la Unidad.
El andlisis del caso indice se realizé mediante la secuenciacidn de los principales
genes responsables de las distintas variantes de HHT (ENG, ALK-1, SMAD4) vy,
posteriormente, se estudid exclusivamente la mutacién hallada en el caso indice
a todos los miembros tanto sintomaticos como asintomaticos (diagnodstico

precoz de la familia):

a) Parala extraccion de DNA, se tomd una muestra de sangre periférica del
paciente, se centrifugd la muestra. Posteriormente se aisld la interfase
de células leucocitorias, las cuales se resuspendieron en tampdn Fornace
(0.25 M sacarosa; 50 mM tris-HCL pH 7.5; 25 mM KCl; 5 mM MgCl2); EDTA
0,5 pH 8 (que inactiva las nucleasas); proteinasa K 20 mg/L (que degrada
las proteinas) y SDS (dodecil sulfato sédico) al 10% (que rompe las
membranas celulares). Esta mezcla se incubd a 552 C durante unas 16
horas, tras lo cual se purificé el ADN tratandolo 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 limpié 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 recuperd, se lavd con etanol al 70% y finalmente, se
resuspendido en ddH20. La concentracion y el grado de contenido

proteico del ADN se calculd tras medir su absorbancia a 260 y 280nm,
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respectivamente, en el espectrofotometro automatico de ADN / ARN
(GeneQuant, Pharmacia), siguiendo la férmula:

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

b) Laamplificacion del DNA se llevd a cabo en un volumen de 25 microlitros,
con un programa estandar de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa).
En este programa se realizé la desnaturalizacion a temperatura de 95¢C
durante 5 minutos y 30 segundos durante 1 ciclo, anillamiento a
diferentes temperaturas dependiendo de los oligonucledtidos utilizados
durante 30 seg durante 40 ciclos, extensién a 722C durante 30 seg vy
extension final a 722 durante 10 minutos durante 1 ciclo adaptado a cada
exon que se amplifica. Para amplificacion de los distintos exones de cada
gen estudiado se utilizaron los oligonucledtidos presentados en las

siguientes tablas (7, 8 y 9):

Tabla 7: Relacidn de oligonucledtidos utilizados en este trabajo para la amplificacion
por PCR de los exones 2 al 10 del gen ALK1

LOCALIZACION  SECUENCIA OLIGONUCLEOTICO TEMPERATURA DEL
ANILLAMIENTO

(Direccion 5" a 37)

ALK1 EX2 F CTCTGTGATTTCCTCTGGGCA 55°C
ALK1 EX2 R TACATTCTCCCCAGCTTCTCAA

ALK1 EX3 F AGCTGGGACCACAGTGGCTGA 58°C
ALK1EX3R  GGAGGCAGGGGCCAAGAAGAT

ALK1 EX4 F AGCTGACCTAGTGGAAGCTGA 58°C

ALK1 EX4 R CTGATTCTGCAGTTCCTATCTG
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ALK1 EXSF AGGAGCTTGCAGTGACCCAGCA 55°C

ALK1 EX5 R ATGAGAGCCCTTGGTCCTCATCCA

ALK1 EX6 F AGGCAGCGCAGCATCAAGAT 53°C

ALK1 EX6 R AAACTTGAGCCCTGAGTGCAG

ALK1 EX7 F TGACGACTCCAGCCTCCCTTAG 55°C

ALK1 EX7 R CAAGCTCCGCCCACCTGTGAA

ALK1 EX8 F AGGTTTGGGAGAGGGGCAGGAGT 62°C

ALK1 EX8 R GGCTCCACAGGCTGATTCCCCTT

ALK1 EX9F TCCTCTGGGTGGTATTGGGCCTC 62°C

ALK1 EX9 R CAGAAATCCCAGCCGTGAGCCAC

ALK1 EX10 F TCTCCTCTGCACCTCTCTCCCAA 59°C

ALK1 EX10 R CTACCTCTACCCAGATAGGG

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

Tabla 8: Relacion de oligonucledtidos utilizados en este trabajo para la amplificacion por
PCR de los exones del 1 al 13 del gen ENG

LOCALIZACION SECUENCIA OLIGONUCLEOTIDOS TEMPERATURA DE
ANILLAMIENTO

(5-37)

55°C



ENG EX1F

ENG EX1R

ENG EX2 F

ENG EX2 R

ENG EX3 F

ENG EX3 R

ENG EX4 F

ENG EX4 R

ENGEX5 F

ENG EX5 R

ENG EX6 F

ENG EX6 R

ENG EX7 F

ENG EX7 R

ENG EX8 F

ENG EX8 R

ACTGGACACAGGATAAGGCCCAG

AATACTTGGGGCCTGGTCCGTG

CACCTTATTCTCACCTGGCCTCTT

CTGCCTTGGAGCTTCCTCTGAG

GGGTGGCACAACCTATACAAAT

CAGAGATGGACAGTAGGGACCT

TTCCTGACCTCCTACATGGG

TTCAGCTCAGCAGCAGAGG

TGAGGGAAGGGACTGAGGTG

GTGGGGACTAGTGTCAGGGGC

GGCCTGTCCGCTTCAGTGTT

GTTTTGTGTCCCGGGAGCTG

CCCCCTGTTCTGCCTCTCTC

CTGATCCAAGGGAGGGGAAG

ACACATATCACACAGTGACCAGC

CTAGGGGAGGAACCAGATGTC

57°C

55°C

54°C

58°C

55°C

55°C

55°C
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ENG EX9A F

ENG EX9A R

ENG EX9B F

ENG EX9B R

ENG EX10 F

ENG EX10 R

ENG EX11F

ENG EX11R

ENG EX12 F

ENG EX12 R

ENG EX13 F

ENG EX13 R

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

TTGTCTTGTGTTCTGAGCCCCTG

GACAAGCTTGGCCATTGGTTG

AGTCCTGCTCCGGTCATACAG

ATTGACCAAGTCTCCCTCCC

GAAAGGCGGAGAGGAAGTTC

GGTGGGGTGAAGAGCAGCTG

GACCTGGAAGCTCCCACTTGAA

GAGTAAACCTGGAAGCCGC

GCCACTAGAACAAACCCGAG

CTCCTGATGGTGCCCCTCTCTT

CTCAGAGGCTTCACCTGGGCTCC

55°C

52°C

55°C

55°C

55°C

57¢
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Tabla 9: Relacion de oligonucledtidos utilizados en este trabajo para la amplificacion
por PCR de los exones del 1 al 11 del gen SMAD4

TEMPERATURA DE

LOCALIZACION  SECUENCIA OLIGONUCLEOTIDOS ANILLAMIENTO

(5-37)

SMAD4 EXIF  CGTTAGCTGTTGTTTTTCACTG 54°C
SMAD4EXIR  AGAGTATGTGAAGAGATGGAG
SMAD4 EX2F  TGTATGACATGGCCAAGTTAG

54°C
SMAD4 EX2R CAATACTCGTTTTAGCAGTC
SMAD4 EX3F  CTGAATTGAAATGGTTCATGAAC 48°C
SMAD4 EX3R GCCCCTAACCTCAAAATCTAC
SMADA4 EX4F  CTGGGAATAGAAGCTTATTAAAAT S4°C
SMAD4 EX4R  CCCCCAAGTGACTACACAT
SMADA4 EXSF  GATGACATCTATGAATGTACC S4°C
SMAD4 EXSR  GCTTTTATAAAGGCTGCCTAC
SMADA4 EX6F  GTAGGCAGCCTTTATAAAAGC S4°C
SMAD4 EX6R CAGAAAACAAAGCCCTACCAA

54°C

SMAD4 EX7F TGAAAGTTTTAGCATTAGACAAC

SMAD4 EX7R CCTGTGTTTGTCGTTTCAATC
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SMAD4 EX8F

CATGGGAGGATGTTCTTTCC 54°C

SMAD4 EX8R CATGGGAAAACATAACCTTGA

SMADA4 EX9F  TATTAAGCATGCTATACAATCTG S4°C
SMAD4 EX9R  CTTCCACCCAGATTTCAATTC
SMAD4 EX10F GGCATTGGTTTTTAATGTATGGA 54°C
SMADA4 EX10R  TGCTCAAAGAAACTAATCAACTGAG

54°C

SMAD4 EX11

SMAD4 EX11

F TGGGAAGAGATCACCCTGTC

R TITTGTAGTCCACCATCCTGA

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

Todas las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un
termociclador automatico y la manipulacion postPCR se realizd en un
laboratorio distinto de donde se llevé a cabo la extraccion de DNA. Como
control negativo se utilizd6 un tubo de reaccion con todos los

componentes excepto el ADN molde.

Electroforesis en gel de agarosa: Los fragmentos amplificados mediante
PCR se separaron por su tamafio, mediante electroforesis en geles
horizontales de agarosa al 1-2% preparados con tampdn TBE (Tris 0.044
M, acido bdrico 0.044 M, EDTA 1.0 mM pH 8.3). Para monitorizar la
migracion del DNA en el gel utilizamos dos colorantes que se incluyeron
en el tampdn de carga: el xileno cianol, que migra aproximadamente con
los 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

utilizando Sybr Safe® (0.5 upl/mL), que actla intercaldndose entre las
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bases nitrogenadas del ADN y emitiendo fluorescencia al ser expuesto a

la luz UV (254 nm).

d) Secuenciacion automatica: Los resultados obtenidos se visualizaron
mediante un sistema fotografico digital acoplado al programa
informatico de tratamiento de imagenes (Kodak Digital Sciencia 1 D). Para
la preparacion se purifican las PCRs para obtener el fragmento
correspondiente a cada exon con el Kit comercial High Pure Product
Purification (Roche) segun las instrucciones del fabricante. Se preparé
una muestra con el oligo sentido y otra con el oligo antisentido usando
40-60 ng del ADN amplificado con 3 pmol de oligonucleétido
correspondiente, logrando un volumen final de 8 microlitro de reaccion..
Se realiz6 una secuenciacidn automatica la secuenciacion en un
secuenciador ABI PRISM 3010 Genetic Analyser (Applied Biosystems) en

el Servicio Central de Secuenciacién de la Universidad de Salamanca.

3.2.1. ANALISIS BIOINFORMATICO Y DISTRIBUCION DE MUTACIONES

e El disefio de oligonucledtidos especificos para PCR o secuenciacion se
llevd a cabo con el programa Oligo 4.05 Primer Analysis Software
(National Biosciences, Inc.).

e El andlisis bioinformatico de las secuencias se llevé a cabo con ayuda del
programa Chromas lite
http://ww.technelysium.com.au/chromas_lite.html.

e Para valorar si las mutaciones encontradas eran conocidas o no, se
consultaron las bases de datos internacionales, para los distintos genes
estudiados:

- http://www.arup.utah.edu/database/ENG/ENG_welcome.php

- http://www.arup.utah.edu/database/ACVRL1/ACVRL1_welcome.php

- http://www.arup.utah.edu/database/SMAD4/SMAD4_welcome.php
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3.2.2. CORRELACION FENOTIPO-GENOTIPO

En esta parte del trabajo se analiza la correlacion genotipo-fenotipo (7,164,13)

estudiando las mutaciones en los genes y, por tanto, las variantes de HHT y su posible

correlacién con la expresidn clinica mediante criterios clinicos o scores validados:

3.3.

e (Criterios de Curacao: validacion de los criterios (7)

e |nicio de los sintomas (165)

e Score de sangrado de epistaxis (ESS) (166,43).

Grado

de afectaciébn organica y distintos territorios  afectos

(167,13,150,168,169).

ESTUDIO DE LOS MECANISMOS DE HEMOSTASIA EN PACIENTES HHT

e En esta parte del estudio se planted a las familias el andlisis de las distintas

fases de la hemostasia, tomando:

Casos: pacientes confirmados de HHT, que no estaban bajo tratamiento
antiagregante y/o anticoagulante, que aceptaron mediante
consentimiento informado, y eran mayores de 12 afios (al tratarse de una
técnica levemente invasiva).

Controles: familiares en los que no se confirmé HHT, pacientes
estudiados por hemorragias en los que no se confirma la enfermedad y

un grupo de controles histéricos.

3.3.1. HEMOSTASIA PRIMARIA

Para el estudio de la hemostasia primaria se utilizaron varios métodos, que

analizan los elementos que intervienen en esta fase, las plaquetas y la respuesta del

endotelio (137,170). Existen factores que influyen en la hemostasia primaria, como

pueden ser farmacos antiagregantes (acido acetil salicilico, clopidogrel, prasugrel, etc) y

las enfermedades que afectan a la hemostasia primaria (Enfermedad de Von Willebrand

principalmente, Enfermedad de Glanzmann, Sindrome de Bernard-Soulier), siendo

todas estas situaciones excluyentes para el estudio.
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A. Recuento de plaquetas

- Se comenzé el estudio realizando un hemograma, mediante extraccion de
sangre periférica, un volumen de 10 ml, recogido en tubo con 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA).

- En la muestra se realizd un recuento plaquetario, cuantificando el nimero de
plaquetas para descartar:

e Trombocitopenias verdaderas: valores de plaguetas totales inferiores a
150000/ul., teniendo en cuenta que sdlo cifras por debajo de 50000/pl dan
hemorragias espontaneas y por debajo de 10000/ul sangrados mortales.

e "Pseudotrombocitopenia": trombocitopenias no reales, que se discriminan
observando la existencia de agregados plaquetarios en un frotis de sangre
periférica al microscopio éptico, ya que se produce una falsa reduccién en el
recuento de plaquetas, generada por la presencia en algunos sujetos de un
anticuerpo que en presencia de EDTA, induce la agregacion in vitro de las

plaquetas.

B. Tiempo de hemorragia (TH)

Para la valoracién del vasoespasmo y el cese provisional del sangrado se utiliza
la medicidn del tiempo de hemorragia a través del método de Ivy modificado (Figura
23), siendo la Unica prueba que permite medir in vivo la vasoconstriccién reflejay la

reaccion plaqueta-endotelio.
Este método consiste en:

- Desencadenar una estasis venosa en una zona del antebrazo sin dafio vascular
aparente (sin telangiectasias visibles), mediante la colocacién de un manguito de
presidn arterial a nivel del brazo con una presién de 40 mm de Hg.

- Realizar dos pequefias incisiones, de unos 10 mm de longitud y 1 mm de
profundidad, generando una agresidn y por tanto una reacciéon con hemorragia

- Se retira el exceso de sangre con un papel absorbente cada 30 segundos y se
mide el tiempo que tarde en dejar de sangrar, demostrando asi la capacidad

hemostatica de las plaquetas.
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Se hacen dos incisiones y se Fogis!ra el tiempo de coagulacion.

Figura 23. Realizacion del Test de Ivy.

Los valores normales son los incluidos entre 3 y 11 minutos, siendo el valor mas
frecuente el proximo a 7 minutos. Este método se utilizé como aproximacion, al tratarse
de un test de baja sensibilidad y baja especificidad, en desuso en la practica clinica

habitual por tratarse de un test cruento y de dificil estandarizacion.

Tiempo de obturacion (PFA-100®, platelet function analyzer) (Figura 24)

e Se trata de un test in vitro equiparable al tiempo de hemorragia in vivo, no tan
especifico, pero rapido y menos cruento, y que disminuye los errores generados
por problemas cutaneos.

e Para el estudio se utilizod sangre periférica total citratada.

e Este test reproduce un flujo constante de sangre que atraviesa una membrana
porosa de coldgeno y epinefrina o colageno y ADP, siendo el propio paso de la
sangre por la membrana el que produce la activacién de las plaguetas y su
agregacion; por tanto, en nuestro estudio realizaremos la medicién PFA-100
Col/Epi y PFA-100 Col/ADP.

e Los valores normales oscilan entre 0-130 seg y 0-170 seg respectivamente.

e Eltiempo de obturacion del flujo, que puede estar aumentado en pacientes con

trombocitopenia, Enfermedad de Von Willebrand y en pacientes que toman
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medicacion que altera la funcién plaquetaria (AAS, clopidogrel, prasugrel, etc)
(171), de ahi la exclusion de los pacientes que recibian este tipo de

tratamientos.

In vivo haemostasis PFA-100®

High shear rate
>5000/s
|
or
ADP

Endothelial cell —
Collagen fibrils —{

i

Membrane with
collagen coating

) von Willebrand
| LY factor
von Willebrand factor— j o
Fibrinogen —| .— Erythrocyte
| } — Platelet
Platelet
Flow —]
Erythrocyte —{ .
Lumen — Capillary 200 um

Figura 24: Presentacion esquemdtica del sistema PFA-100. El tiempo necesario para
formar un tapon plaquetario que ocluya la abertura cortada en una membrana
recubierta de coldgeno / epinefrina (COL / EPI) o coldgeno / ADP (COL / ADP) se

determina y se indica como tiempo de cierre (CT) en seqgundos

C. Estudios de Funcién Plaquetaria (170)

Son pruebas diagndsticas mas especificas que valoran el estado funcional de los
distintos elementos que participan en la funcidén plaquetaria, permitiendo asi
identificar si la alteracién es producida por:

- anomalias de las glicoproteinas (GP) de su membrana
- por defectos en el almacenamiento o en la secrecion de los granulos
- alteraciones del metabolismo del dcido araquiddnico
El estudio de agregacidon plaquetaria se determind por impedanciometria,

mediante un registro electrénico de las variaciones eléctricas originadas al
depositarse las plaguetas sobre electrodos multiples denominado Test Analizador
Multiplate (Roche®)(172). El principio AEM (Agregometria de Electrodo Multiple)
del analizador Multiplate® (173) ha sido incorporado en la revisién de 2008 de la

recomendacién aprobada sobre la funcién plaquetaria del Clinical and Laboratory
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Standards Institute (CLSI). La medicién se representa en un darea bajo la curva
(velocidad frente al tiempo), siendo una técnica dificil de standarizar se desarrollan
guias para su valoracién (International Society of Thrombosis and Haemostasis -

ISTH- o la Guia H58-A, del Clinical and Laboratory Standards Institute) (174).

Es un método para sangre total (350 microlitros) de cada paciente, tiene la ventaja
de que el entorno celular permanece inalterado, estando en condiciones mas
fisiologicas permitiendo una rapida evaluacién de la agregacién plaquetaria gracias a las

cubetas de test con dos sensores independientes (Figura 25).

Celda de medicion Los electrodos del sensor La funcion de deteccion
desechable con por duplicado sirven de electronica de las

sensor incorporado y || control de calidad integrado | plaquetas no se ve
varilla agitadora para cada anlisis. afectada por variables
recubierta de teflon. opticas en la muestra.

Figura 25. Cubetas multisensor. Multiplate

La realizacion del estudio de agregacion plaquetaria consta de seis pasos (segun
el protocolo de realizacion de la casa comercial (Test Analizador Multiplate -
Roche®)(172), el tiempo de realizacion son 10 minutos, y se analizaron multiples test en
respuesta a los diferentes reactivos o agonistas inductores de la agregacion. Se
representd el resultado en valor de area bajo la curva, velocidad de agregacién AU/min
obtenida enfrentando agregaciéon (AU) frente al tiempo (min). Para estudiar los
diferentes puntos de activaciéon de la funcidn plaquetaria se utilizaron diferentes

reactivos, (que en nuestro estudios han sido TRAP, ASPI y ADP (Figura 26).
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Figura 26: Area bajo la Curva. Respuestas fisioldgicas

- La respuesta de las plaquetas a los diferentes agentes agregantes se
divide en cuatro fases sucesivas: el cambio de forma, la agregacion, la
movilizacién y la liberacion del contenido de los granulos). Por ello, podemos
estudiar donde se produce el fallo en el funcionamiento plaquetario vy

seleccionar los reactivos a utilizar en los distintos puntos de andlisis (Figura 27):

Trombina PAR antagonistas:
¢ ES555/SCH530348
Inhibidores Antagonista
tromboxano: receptor de
Aspirina ADP:
Sdogrel Ticagrelor
518886 a Cangrelor
Clopidogrel

A N Prasugrel
2 Ticlopidina

&

Inhibidores de
Glucoproteinas
lb/llla:
Abciximab
Eptifibatida
Tirofiban

GPlibAlla

| GPla/lla

Colageno

[

Antagonistas adhesion :
Factor von
Willebrand C1qTNF DZ-697b
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Figura 27. Mecanismo de activacion de agregacion plaquetaria

ADP: es un nucleétido que se almacena en los granulos densos de las plaquetas
y que es liberado tras activacidon y cambio de forma de la plaqueta. Esa liberacién
sirve para activar otras plaquetas mediante la unidon a receptores en la
membrana plaquetaria. Cuando existen anormalidades inducidas por el ADP, o
por farmacos tipo AAS, clopidogrel, ticlopidina, se caracteriza por unas ondas
primarias. La tromboastenia de Glanzmann se caracteriza por falta de respuesta
al ADP (175). Este reactivo es utilizado para la evaluacién a la respuesta a
tratamiento antiagregantes en la cardiopatia isquémica (176).

Colageno: Esta onda secundaria es resultado de la agregacidon plaquetaria
resultado de la liberacidn del contenido de los organelas citoplasmaticas. No hay
respuesta al coldgeno en la Tromboastenia de Glanzmann, ni en trastornos de la
agregacion por aspirina, o trastornos del fondo comun del almacenamiento.
Ristocetina: La reaccion de liberacion que sigue a la aglutinacién produce
agregacion secundaria. Las curvas anormales de la agregacion con ristocetina se
vinculan con la Enfermedad de Von Willebrand y con el Sindrome de Bernard-
Soulier, ya que la accién depende de la presencia del factor de Von Willebrand y
del receptor de la membrana plaquetaria (glicoproteina Ib GPIb).

Trombina: el péptido activador del receptor de trombina-6 (TRAP-6) es un
potente activador de plaquetas y estimula la agregacion plaquetaria a través del
receptor de trombina PAR-1. La activacion por trombina da como resultado la
agregacion plaquetaria entrecruzada cuando las hebras de fibrindgeno que se
unen a receptores de glicoproteina Ilb / llla. Tras la activacién, los componentes
de los receptores GPIlb / llla alteran fisicamente su conformacién produciendo
el sitio de uniodn a fibrindgeno de alta afinidad GPIIb / llla sobre la membrana de

las plaquetas.
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3.3.2. HEMOSTASIA SECUNDARIA

En esta parte del trabajo se cuantificaron todos los factores que intervienen en
las distintas fases, de la hemostasia plasmatica o secundaria, evaluando la correlaciéon
con la HHT. En la poblacién a estudio incluimos como 26 casos los pacientes afectos de
enfermedad (HHT) sin tratamiento antiagregante, ni anticoagulante y como controles, 9
familiares de los pacientes, en los cuales se descarta la enfermedad por estudio genético

negativo.

e Determinacion de factores:

- En la cuantificacién de los factores se utilizaron técnicas coagulativas
basadas en el TP, para factores de la via extrinseca (VII), o TTPa en el caso
de factores implicados en la via intrinseca y via comuan (XII, XI, IX, VIII).

- Se emplearon mezclas de plasma problema con plasma carente del factor
gue queremos dosificar y se midieron el TP o TTPa segun correspondia
dependiendo del factor que se deseaba dosificar.

- Los resultados obtenidos se interpolaron en una curva, efectuada
previamente con diluciones de un plasma de referencia pobre en
plaquetas (PPP), segln los protocolos establecidos en el laboratorio de
coagulacion del CAUSA, y con los rangos de valor fijados en nuestro

centro.

e Test de deteccion de inhibidores (AT lll, PC, PS):
- Estudio de mezclas de la muestra a analizar con plasma normal:
Siel TTPa o TP estd alargado:

v Sial incubar plasma del paciente con plasma normal se acorta el
tiempo previamente alargado serd debido a una deficiencia de
algun factor.

v" por el contrario, si se debe a la presencia de un inhibidor, no se

corregira el alargamiento del TP o TTPa.
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Antitrombina Ill Funcional:

- Se incubd el plasma citratado problema con un exceso de trombina o de
factor Xa en presencia de heparina que acelera la inhibicion. A continuacion
se afiadid un sustrato cromogénico, con el que se valora la enzima residual,
gue es inversamente proporcional a la cantidad de antitrombina presente en
el plasma.

- Si en la cuantificacion funcional se obtiene niveles bajos de antitrombina se
hace la determinacién antigénica mediante método ELISA.

- Si es un defecto de sintesis, los niveles detectados por la cuantificacion
funcional y la determinacion antigénica son los mismos

- Si es una proteina disfuncional, los niveles obtenidos por la determinacion

antigénica son mayores que por la cuantificacién funcional.

PC (Proteina C):
Se determind por método colorimétrico, su determinacion funcional midiendo

la proteina C activada sobre un sustrato (factor Va y Vllla).

PS (Proteina S):

Para evaluar su concentracion hay que conocer la concentracion total, la libre y
su funcionalidad. La determinacion proteina S total se realizé por técnicas ELISA.
La determinacion funcional mide el alargamiento del TTPa o de protrombina en
el que el plasma citratado del enfermo se ha diluido en plasma deficiente en
proteina S y al que se anade factor V y proteina C activada. El alargamiento del

tiempo de coagulacién es proporcional a la concentracidn de proteina.

Trombofilia Genotipo

Factor V Leiden (Normal/Heterocigoto/Homocigoto):
Se estudid mutacion en el gen del factor V, en el nucleétido 1691G>A, que
produce un cambio de una arginina por una glutamina.
Se analizé el ADN mediante amplificacidn por PCR del fragmento gendmico que
contiene el nucleétido y se hizo una digestion con una enzima de restriccion.

(Metodologia LightCycler Roche®)
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e Factor 1120.210 (Normal/Heterocigoto/Homocigoto):

- Se estudid la mutacién 20210G>A del gen de la protrombina que se da en el
fragmento gendmico. Se produce un cambio en la zona 3’ (no codificante), en el
nucleétido 20210G>A, detectada por amplificacién de la zona y posterior

digestion con una enzima de restriccion.

3.3.3. FIBRINOLISIS
Es el proceso de lisis del coagulo, una vez ha cumplido la funcién de detener la

hemorragia. Dentro de las técnicas desarrolladas para estudiar esta fase se encuentran:

e Determinacion de plasminégeno (Funcional): En nuestro estudio
determinamos el funcional, mediante incubacidn del plasma con un exceso de
estreptocinasa (Sk). El plasmindgeno (Plg) se activa mediante la Sk en presencia
de fibrindgeno. El complejo Plg-Sk hidroliza un sustrato cromogénico liberando
color, el cual es directamente proporcional a la cantidad de Plg y permite su
cuantificacion automaticamente. Los valores normales oscilan entre 0,5-7,5 Ul.

e Dimero D: En nuestro centro se determind por técnicas inmunoturbidimétricas,

por ser mas rapido y sencillo. Rango de la normalidad: 0,0-0,7mcg/ml.

e Alfa2-antiplasmina: La determinaciéon se hizo por método cromogénico
mezclando el plasma a estudio con la plasmina en exceso. A la mezcla resultante
que contiene plasmina residual se le afade un sustrato cromogénico y se mide
la liberacion de color, de tal forma que, a mas liberacién de color, menor

actividad de a2-antiplasmina, inversamente proporcional.

¢ Inhibidor de tipo 1 del activador tisular del plasminégeno (PAI-1)(177): Las
células endoteliales liberan un inhibidor del activador de plasmindgeno (PAI 1),
gue bloquea la accion del tPA (factor activador tisular del plasmindgeno).

Este inhibidor se determind por técnicas de ELISA.
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3.3.4. ANALISIS ESTADISTICO Y REPRESENTACION DE DATOS

Para realizar la representacion de los datos y el andlisis estadistico se ha utilizado
el programa Prisma 6 de Graphpad y Excel de Microsoft. Los datos se representan
mediante boxplot 10-90 percentil. Se comprobd la presencia de valores andmalos
(outliers) mediante el método ROUT, que se basa en el analisis de una regresién no lineal
de los datos y, a continuacidn, se analizaron la normalidad de las muestras mediante el
test D’Agostino-Pearson. Para muestras normales se emplearon los test t de Student si
se comparaban solo 2 grupos o ANOVA para comparaciones entre varios grupos. Si los
datos no seguian una distribucién normal, se utilizaron los test U de Mann-Whitney y
test de Kruskal-Wallys, respectivamente. Para el calculo de correlaciones se emplearon
los coeficientes de correlacién de Pearson y el de Spearman. Las muestras se
consideraron con diferente grado de significacion en funcién del p-valor obtenido,

discrimindndose entre * p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 y ****p<0.0001.
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4.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LAS FAMILIAS CON TELANGIECTASIA HEMORRAGICA
HEREDITARIA CONTROLADAS EN EL AREA SANITARIA DE SALAMANCA

4.1.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS
Hemos valorado pacientes derivados a consulta de Medicina Interna para

estudio de enfermedad hemorragica familiar, junto con revisidon de historias clinicas y
reevaluacién de pacientes ya diagnosticados en afos anteriores (161). Durante un
periodo de dos afios y medio, se revisaron 103 pacientes, evaluando 78 de ellos en
consulta y mediante contacto telefénico 25 familiares de casos indices, que no desearon

ser estudiados.

Los 78 pacientes (casos indices y familiares), pertenecian a 28 familias y se
confirmé HHT en 37 pacientes, repartidos en 17 familias (60,7%), con 17 casos indices y
20 pacientes detectados en el estudio familiar (17,94%); en 30 casos analizados como

cribado familiar no se confirma la enfermedad (Figura 28).

Distribucion de Pacientes

30
25
20
17
11 l I
Casos Indices Casos Indices Familiares  Familiares Negativa al

No HHT HHT Confirmados No HHT estudio

Figura 28. Distribucion de pacientes analizados

A todos los pacientes valorados se les evalué mediante los Criterios de Curagao

como criterios clinicos. La idea de validar los criterios de Curagao como valor predictivo
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de la enfermedad es siempre interesante, por tanto se realiza un andlisis de su
distribucidn en los diferentes grupos de pacientes con clasificacidon con diagndstico poco

probable, posible o definitivo en funcién del nimero de criterios (Figura 29):

Criterios de Curagao

25

CASOS INDICES CASOS INDICESNO  FAMILIARES HHT FAMILIARES NO
CONFIRMADOS HHT

[l 4 Criterios B3 Criterios O2 Criterios B 1 Criterio

Figura 29. Distribucion de Criterios de Curacao en subgrupos de pacientes

e En el grupo de casos indices de HHT con estudio molecular confirmado,
encontramos que el 94% de los pacientes cumplia 3-4 criterios
(diagnostico definitivo), y el 100% si incluimos 2 criterios (diagndstico
posible o probable).

e Entre los pacientes con fenotipo HHT, en los que no se hallaron
mutaciones en los genes ENG, ALK-1, SMAD4, el % que cumplian 3 o mas
criterios bajaba a 60% (definitivo), con diagndstico probable (2 o mas
criterios) en el 100% de los casos; llama la atencion que en sélo dos casos
existian antecedentes familiares.

e En el analisis del resultado del rastreo entre los familiares de los casos
indices, encontramos 20 pacientes en los que se confirma la enfermedad
con mas de 2 criterios en el 85% de ellos; mientras que los pacientes en

los que no se confirma la enfermedad con estudio molecular (30
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pacientes) sélo cumplian mas de 2 criterios en el 6,6%, y ademds 21
pacientes (70%) sélo cumplian un criterio, el mas frecuente era la historia

familiar (con un diagndstico poco probable) (Figura 29).

Identificando cada criterio podemos analizar las manifestaciones en los dos
grupos principales (HHT y no HHT). En los pacientes confirmados se observa la
presentaciéon de epistaxis como criterio principal hasta en el 94,5% de los casos,
llamando la atencién que en el 19% de los casos no se identifica antecedente familiar,

pudiendo tratarse del primer caso de la familia (Figura 30).
Criterios de Curagao en HHT
W Epistaxis

O Telangiectasias —
B Antecedentes familiares %

81,08%

W Afectacién Organica 81,08%

94,50%

Figura 30. Presentacion de Criterios de Curagao en pacientes HHT

En cambio, entre los pacientes en los que no se confirma la enfermedad, la
distribucién de los criterios tiene diferencias respecto a los pacientes HHT. El criterio
principal es la presencia de las telangiectasias (90,90%), seguido de la epistaxis con
72,72%, y con una clara disminucidn de los antecedentes familiares (54,54%), aunque

con un leve porcentaje mayor de las afectaciones organicas (Figura 31).
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Criterios de Curacao en No HHT

54,54%

B Epistaxis

. ) 54,54%
O Telangiectasias
B Antecedentes Familiares %’ N

l Afectacion Organica
72,72%

Figura 31. Presentacion de Criterios de Curagao en pacientes No HHT

Entre todos los pacientes valorados se identifican como casos indices de HHT, 17
pacientes, es decir definimos 17 familias con 18 mutaciones (1 familia presenta dos
mutaciones en genes diferentes), con una distribucion en funcién del gen mutado de 13
familias con mutacién en el gen ALK-1 (HHT-2), 4 familias con mutacién en gen ENG
(HHT-1) (1 familia con mutacion en los dos genes) y 1 sola familia con mutacion en el

gen SMAD4 (JP-HT) (Figura 32).

Subtipos de HHT

EHHT 1
B HHT2
OJP-HT

Figura 32. Distribucion de casos indices por Subtipos de HHT
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Dentro de las 17 familias se confirman con estudio molecular 37 casos, con una
distribucién de 31 casos en las 13 familias HHT-2, 6 casos en 4 familias HHT-1 y un caso

Unico de JP-HT (Poliposis Juvenil asociada a HHT).

Teniendo en cuenta los 37 pacientes confirmados, en un drea con una poblacién
de 350.000 habitantes, determinamos una prevalencia puntual de 1 caso por cada 9189
habitantes, con una distribucion por sexo de 22 casos en mujeres (59,46%) frente a 15

casos en varones (40,54%).

Se analizé la distribucidon por edad de la poblacién valorada e incluida en el
estudio observando una distribucién por rangos de edad: 0-20 aiios (14 pacientes), 20-

40 afios (13 pacientes), 40-60 afios (27 pacientes) y mayores de 60 afios (24 pacientes)

(Figura 33).
Distribucion Por Edad
30 27
24
25
20
15 14 13
10
5
0
0-20 20-40 40-60 >60

Figura 33. Distribucion de la poblacion valorada por rangos de edad

Los pacientes menores de 14 afios se estudiaron dentro del screening familiar y
los confirmados fueron derivados al S. de Pediatria para completar estudio y

seguimiento.

Se calculé la edad media en 49,01 afios, siendo el paciente mas joven 0 anos
(prueba genética en el cordén umbilical) y la paciente mas anciana de 91 afos, pero no

observando valores dispersos. A pesar de ser una enfermedad crénica, por lo que podria



RESULTADOS

existir un acumulo de pacientes en edades avanzadas, existe una tendencia homogénea

a la distribucién por rangos de edad entre los pacientes valorados.

En cuanto a la informacidn de los Servicios de procedencia de la derivacién, 48
pacientes procedian de Medicina Interna, 2 de la UCAI, 1 de Enfermedades Infecciosas,
1delaUnidad de HTA, 10 desde S. de Hematologia, 8 del S. de O.R.L., 3 del S. de Aparato
Digestivo, 2 del S. de Neurologia, 2 desde S. de Urgencias y 1 paciente de S. de

Dermatologia (Figura 34):

1%\ 50 / 1% Servicio De Procedencia
1%

3%
3%

@ Medicina Interna

4%

B Hematologia

OORL

11% @ Digestivo

@ Neurologia
O UCAI
HU. de HTA

M E. Infecciosas

i% , 62% E Dermatologia

B Urgencias

Figura 34. Servicio de Procedencia de los pacientes valorados



RESULTADOS

Para poder conocer la distribucidn geografica de la enfermedad dentro del drea
sanitaria se incluyeron exclusivamente las 17 familias confirmadas, tomando el lugar de
nacimiento de los casos indices y/o la zona de procedencia de la linea parental de la

herencia en los casos que presentaban antecedentes familiares.

Observamos que en algunos casos las familias procedian de provincias
colindantes. Familia 1: Salamanca; Familia 2: Rabanales-Zamora (procedencia en pueblo
limitrofe con atenciéon en Salamanca); Familia 3: San Miguel de Valero; Familia 4:
Salamanca, origen familiar Zarza de Granadilla (24 km a provincia de salamanca); Familia
5: Salamanca; Familia 6: Salamanca; Familia 7: San Pedro de Rozados; Familia 8:
Salamanca; Familia 9: Boada; Familia 10: Encinasola de los Comendadores; Familia 11:
Galinduste; Familia 12: Cantalapiedra; Familia 15: Salamanca; Familia 16: Salamanca;
Familia 17: Salamanca; Familia 18: Banobarez; Familia 19: Dios le Guarde; Familia 23:

Galindo y Perahuy (Figura 35).

Algudbtla
de la Rivera

Figura 35. Distribucion geogrdfica de las familias afectas, en el drea de Salamanc
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4.1.2. ESTUDIO CLINICO DE LAS FAMILIAS

Tras identificar a cada caso indice que acude para valoracién de enfermedad
hemorragica o caso ya confirmado con estudio(161), se actualiza y se genera el arbol

genealdgico correspondiente, con una identificacion de pacientes (Figura 36).

Vardn/ No sintomas Mujer / No sintomas
Varén/Sintomas Mujer/Sintomas
Varén/Confirmado Mujer/Confirmada

Vardén/No confirmado | Mujer/No confirmada

BEO0OBBDO
© 0 0 060

Varén/indice Mujer/indice

Varén/Fallecido Mujer/Fallecida

)

X

Figura 36. Leyenda drboles genealdgicos Programa GenoPro®2011
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FAMILIA 1 (F1)

Familia constituida por 3 pacientes. La paciente indice, II.1 (Figura 37), se trata
de una mujer de 72 afios, con epistaxis de repeticion desde la infancia (que han
disminuido con la edad) y telangiectasias estables. Se detectd herencia por rama

paterna, con tres generaciones afectas.

. 1 v

] Q! 2

I
2988 L&A,

Figura 37. Arbol genealdgico familia F1

Con 4 criterios de Curacao (epistaxis, telangiectasias, antecedentes familiares y
telangiectasias gastricas ya conocidas se detectd la presencia una mutacién en el primer
nucledtido del Intron 9 del gen ALK1 (c.1378-1 G>T) que produce alteracién en la

maduracién del RNA (splicing).

Dentro del estudio de afectacidn orgdnica se diagnostican malformaciones
hepdticas (Figura 38A) en forma de angiodisplasias en parénquima hepatico, dilatacién
de arteria hepdtica y fistula hepatico-portal y digestiva (Figura 38B) en forma de
angiodisplasias gastricas y duodenales. En su progresion la fistula desarrolla una
hepatopatia crénica por hiperaflujo, con desarrollo de cirrosis secundaria y signos de
hipertension portal. Como complicacion afadida en una de las pruebas
complementarias se observa imagen compatible con tromboembolismo pulmonar

subsegmentario, que se decidié no anticoagular.

En su evolucién ha precisado tratamiento en varias ocasiones por hemorragias
digestivas altas, secundarias a varices esofdgicas, que han precisado colocacién de

bandas, y angiodisplasias multiples. En este ultimo afo, ha presentado varios ingresos



RESULTADOS

por episodios de descompensaciones edemo-asciticas precisando paracentesis en varias
ocasiones y soporte transfusional cada 2 semanas. Se comenzé tratamiento con
bevacizumab en uso compasivo, con buena respuesta (no ingresos, no transfusiones, no

paracentesis en los ultimos 3 meses).

Figuras 38. A) afectacion hepdtica, B) Afectacion digestiva de la paciente F1-1

En el estudio familiar se incluyeron sus tres hijas: en los miembros l1l.1 y 111.3 con
3 criterios de Curacao se confirma la mutacion y en 11l.2 con 1 criterio, no se confirma.
La paciente lll.1 refiere epistaxis importantes que han precisado tratamiento de
urgencia en varias ocasiones y en ninguna de las dos pacientes afectas se ha detectado
afectacién orgdnica en el rastreo. No existe descendencia en ninguno de los casos

finalizando el arbol en esa linea (Figura 37).

FAMILIA 2 (F2)

Familia constituida por 5 pacientes sintomdticos (Figura 39). Se inici6 el estudio
por el paciente Il.1, que cumplia 3 criterios de Curacao (epistaxis espontdneas,
telangiectasias y antecedentes familiares con afectacién de tres generaciones). A pesar
de presentar un fenotipo HHT no se confirma el estudio molecular. El resto de los

pacientes que se valoraron (1.2, II.1, 111.2, 111.3) cumplian 2 criterios, con epistaxis y
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agregacion familiar, pero al no encontrar mutaciones en el caso indice I.1 no se realizé

estudio molecular (Figura 39).

| T T 1

IILT_] ®1 2 l?
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Figura 39. Arbol genealdgico familia F2.

FAMILIA 3 (F3):

Constituida por 7 pacientes, 5 de ellos sintomaticos, pertenecientes a 3

generaciones (Figura 40).

Yy

Figura 40. Arbol genealdgico familia F3

Se inicia el estudio por la paciente I.1, con 4 criterios de Curacao (epistaxis,
telangiectasias muco-cutaneas agregacion familiar y afectacion digestiva. Desarrollo

progresivo de telangiectasias faciales (Figura 41A), mucosa oral (41B) y pulpejos (41C),
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gue han precisado tratamiento con laser y reseccidn quirdrgica por sangrados, con dificil
control. Su primeras consultas consisten en epistaxis de repeticion y estudio de anemia
cronica no justificada por epistaxis; al confirmarse ferropenia se comienza el estudio con
pruebas endoscépicas con hallazgo de multiples angiodisplasias que han precisado

escleroterapia (Figura 41D).

Figura 41. Afectacion de la paciente F3-1. A: Telangiectasias faciales. B: digitales. C: orales.
D: angiodisplasias digestivas.

La paciente indice también presenta afectacién hepdtica con dilatacion de la
arteria hepatica, varias lesiones a nivel del parénquima hepdtico y una angiectasia en

cabeza de pancreas.
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Se realiza confirmacién molecular con hallazgo de una mutacién, de cambio de

sentido (missense), localizacién en el Exén 3, del gen ALK-1 (c.244C>A; p.T82P).

De los tres miembros de la segunda generacion (Figura 40) se identifican dos
hijos (gemelos) (lII.1, 11.2), sintomaticos que cumplian 3 criterios ambos (epistaxis,
telangiectasias y agregacion familiar) en los cuales se confirma la existencia de la misma
mutacion y el tercer miembro (I1.3) con un solo criterio (agregacion familiar) en la que
no se confirma. La paciente 1.1 presenta afectacidon hepatica con cavernomatosis portal,
sin repercusion hemodinamica (3 criterios: telangiectasias, antecedentes familiares y

afectacion hepatica, ya que no presenta epistaxis).

En la tercera generacion se estudian 4 miembros, con hallazgo de la mutacion
en dos de ellos (I11.1, 111.4) (Figura 40). El miembros Ill.1 cumplia 1 criterio de Curacao
(agregacion familiar) y el IIl.4 cumplia 2 (epistaxis y antecedentes familiares); en los
miembros en los que no se confirma la enfermedad, I1l.2 y IIl.3, presentaban el

antecedente de la afectacién familiar sin ninguna manifestacion clinica.

FAMILIA 4 (F4)

Familia constituida por 16 pacientes pertenecientes a 4 generaciones, 8
miembros con confirmacién molecular en nuestro centro (Figura 42). La identificacién
de la enfermedad se realiza con el miembro 111.15, con 4 criterios de Curagao y una
complicacién grave consistente en un absceso cerebral tras una extraccidon dentaria,
secundaria a la existencia de un shunt derecho-izquierdo por una malformacién

pulmonar no conocida previamente.

Se realiza estudio molecular al caso indice 111.15, con hallazgo de una mutacién
tipo deleccidén en el exén 9A del gen ENG, c.1256_1268del13; p.S419MfsX490, y en otros
7 miembros (ll1.6, 111.15, 111.16, 1V18, 1V.19, IV.20, IV.22) se confirma la mutacién familiar

hallada en el caso indice (Figura 42).
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Figura 42. Arbol genealdgico familia F4

De los miembros confirmados (8): el I1.5 con 4 criterios (epistaxis, telangiectasias,
afectacion familiar, angiodisplasias digestivas), Ill.6 con 2 criterios (epistaxis,
antecedentes familiares), 11.15 4 criterios (epistaxis, telangiectasias, antecedentes
familiares y fistulas pulmonares), el 1ll.16 4 criterios (epistaxis, telangiectasias,
antecedentes familiares y fistula pulmonar), IV.8 con 3 criterios (epistaxis, antecedentes
familiares, fistulas pulmonares embolizadas a los 12 afios), 1V.19 y IV.20 se desconocen
criterios al diagndstico y 1V.22 con 3 criterios (epistaxis, telangiectasias y antecedentes

familiares).

Y de los pacientes no confirmados (8), 2 de ellos cumplian 2 criterios (epistaxis y
antecedentes familiares) y los 6 restantes exclusivamente cumplian un criterio que

correspondia a tener antecedentes familiares.

Dentro de esta amplia familia estudiada, sélo pertenecen actualmente a nuestra
area sanitaria 4 pacientes: el 11l.16 con epistaxis graves, telangiectasias cutaneo-
mucosas con sangrados frecuentes (figura 43A y 43B) y malformaciones pulmonares ya

tratadas con embolizacidn (Figura 44A, 44B), y patron de recurrencia.



RESULTADOS

Figura 44. Afectacion pulmonar del paciente F4-1. A: Corte axial angio-TC, B: Angio-TC corte

Coronal en reconstruccion.

En los otros 3 miembros pertenecientes a nuestra drea de salud (l11.14 y 111.18 con
dos criterios,) y (IV.21, con 1 criterio exclusivo que es el antecedente familiar) no se

encuentra la mutacion.

Esta familia se comporta fenotipicamente con expresién intensa y precoz,
desarrollo de afectacidn organica en infancia y complicaciones graves (varios pacientes

con malformaciones pulmonares embolizadas, incluso en infancia).



RESULTADOS

FAMILIA 5 (F5)

Familia constituida por 4 pacientes con sintomas. El caso indice de la familia
fallecio hace 1 afio (I.1) con 3 criterios (sin poder precisar existencia de antecedentes
familiares, sufria de epistaxis de repeticién y presentaba telangiectasias cutaneas,
siendo la causa del éxitus un fracaso hepatico secundario a malformaciones vasculares
hepdticas; no se llegd a realizar estudio molecular. El miembro estudiado (11.1) también
refiere epistaxis que han precisado escleroterapia y desarrollo progresivo de
telangiectasias, por tanto cumple 3 criterios de Curagao. El estudio genético detectd una
mutaciéon de cambio de sentido (missense) en el exén 7 del gen ALK-1 (c.874C>T;

p.Q292X).

Una vez confirmado el paciente Il.1, se identifican otros dos familiares con
sintomas (I11.2 y llIl.1). EI miembro 1.2 con 3 criterios (epistaxis, telangiectasias y
agregacion familiar), rechaza estudio genético y no desea seguimiento en consulta. En
el miembro 111.1 (9 afios de edad) con 2 criterios (epistaxis y antecedentes familiares)

también se confirma la enfermedad mediante estudio molecular (Figura 45).
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Figura 45. Arbol genealdgico familia F5

En el rastreo de afectacion organica en los dos pacientes confirmados no se
encuentra ningun tipo de malformacion, a pesar de que en el paciente Il.1 se objetiva
paso de burbujas en ecocardiograma con contraste (grado I), no se encuentran

malformaciones en el angio-TC pulmonar.
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FAMILIA 6 (F6)

Familia constituida por 4 pacientes, se inicia el estudio por el paciente Il.1, con 3
criterios de Curacgao, sin conocer antecedentes familiares (Figura 46). El paciente refiere
epistaxis desde la infancia y desarrollo progresivo de telangiectasias en varios territorios.
El estudio genético demostrd la existencia de una mutacién de cambio de sentido

(missense) en el exén 7 del gen ALK-1 (c.926G>A; p.G309D.
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Figura 46. Arbol genealdgico familia F6

El paciente II.2 presenta telangiectasias aisladas, aun cumpliendo 2 criterios de

Curacao (antecedentes familiares) no se confirma el estudio molecular.

A su vez se realiza estudio familiar a sus hijas sintomaticas, IIl.1 con 3 criterios
(epistaxis, telangiectasias hepatica y antecedentes familiares), y 11l.2 que cumple
también 3 criterios, pero en este caso se tratan de epistaxis, telangiectasias cutaneo-
mucosas y antecedentes familiares; en ambos pacientes se confirma la mutacién del

caso indice del estudio.

En el protocolo de rastreo de afectacidn orgdnica en el caso indice se confirma la
existencia de malformaciones vasculares a nivel hepatico. En el miembro 11l.1 también
se objetiva afectacion hepatica, y en el caso Il1.2 no se objetivan alteraciones vasculares

a nivel visceral.
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FAMILIA 7 (F7)

En esta familia se revisan 4 pacientes (Figura 47), presentando sintomas 3 de
ellos. El caso indice 1.1 cumple 2 criterios de Curagao (epistaxis y agregacion familiar),
con hallazgo en el estudio molecular de una mutacién en el intrén 9 del gen ENG,
¢.1272+2 insT, que podria afectar la maduracién del RNA (splicing). Sin afectacién

organica al diagndstico.
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Figura 47. Arbol genealdgico familia F7

Se realiza estudio familiar a dos de sus hijos, .1 con un solo criterio (antecedente
familiar) y el 11.2 con 2 criterios (epistaxis y antecedentes), sin confirmarse la existencia
de la mutacién en ninguno de ellos. El paciente Ill.1 presenta sintomatologia
hemorragica florida desde la infancia y ya que en su madre no se confirma la mutacién
del caso indice se decide realizar un estudio completo de los tres genes en busca de

otras mutaciones.

FAMILIA 8 (F8):

Familia con 6 casos estudiados, comenzando con un paciente con 4 criterios de
Curagao. La primera consulta se realizd por anemia ferropénica, presentaba epistaxis
recurrentes, telangiectasias en mucosas y episodios de hemorragia digestiva secundaria

a angiodisplasias gastroduodenales multiples tratadas; respecto a los antecedentes



RESULTADOS

familiares no se identifica historia compatible por ninguna de las dos lineas, pero si

agregacion familiar con hermanos con sintomas hemorragicos.

Aunque no se identifica linea de herencia, al identificar miembros de la misma
linea que presentan la misma sintomatologia, se toma como segunda generacion. Se
realiza estudio molecular al caso indice Il.1 y se confirma mutacién sin sentido

(nonsense) en el exén 4 del gen ALK-1 (c.430 C>T; p. R144X).

De los 3 hermanos del caso indice, el 1.2 con el criterio Unico de antecedente
familiar, no era portador de la mutacion detectada al miembro 1l.1 (caso indice). En el
1.3 se confirma el diagndstico molecular, cumpliendo 4 criterios (epistaxis,
telangiectasias cutaneas y digestivas y agregacion familiar) y el I.4 rechaza estudio, con

2 criterios (Figura 48).
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Figura 48. Arbol genealdgico familia F8

Posteriormente se plantea estudio a los todos los hijos de los dos afectos (II.1, y
[1.3) aceptando exclusivamente tres familiares. Por un lado el miembro l11.4 con 1 criterio
(familiar) en el que no se encuentra la mutacidn del caso indice y por otro lado el III.5
con 4 criterios (epistaxis, telangiectasias cutdneas, antecedente familiar y afectacion
digestiva y hepdtica) y el 1ll.6 con 3 criterios (epistaxis, telangiectasias cutdneas y

antecedente familiar) presentan la mutacién (Figura 48).
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En el estudio con pruebas complementarias al caso indice (ll.1) se detectd
afectacidn hepatica, con dilatacion de arteria hepatica y vena porta. La hermana del caso

indice (I1.3) también afectacidén hepatica, con varias angiectasias hepaticas.

En relacién a los hijos del caso indice (ll.1), tres de ellos no aceptaron estudio y
el 1.4 (con un solo criterio) aceptd estudio. Se realiza extraccion de la muestra
presentando posteriormente un episodio de mareo, con palpitaciones y posterior
parada cardiorespiratoria recuperada, sin poder aclarar si la extraccion fue el
desencadenante de la taquiarritmia; siendo el resultado del estudio negativo para la

mutacion familiar.

El miembro Ill.5 presentaba afectacién también hepatica y digestiva, con
sangrados recurrente y requerimiento de escleroterapia con argén y soporte

transfusional y en el miembro I11.6 no se encontro afectacion organica.

FAMILIA 9 (F9):

En esta familia se confirman exclusivamente dos pacientes mediante estudio
molecular (1.5 y 11I.5), pero se identificaron 7 pacientes con sintomas, que rechazaron
valoraciéon y estudio en esos momentos (Figura 49). El caso indice de esta familia se
identifica como miembro II.5 con 3 criterios de Curacao (epistaxis, telangiectasias,
historia familiar de epistaxis fallecidos sin confirmacién diagndstica). En el estudio
genético se confirmo la existencia de una mutacion sin sentido (nonsense) en el exén 7

del gen ALK-1 (c.889delC; p.H297IfsX).
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Figura 49. Arbol genealdgico familia F9

Tras confirmacion del caso indice se procede a realizar el arbol genealégico
identificando al menos 7 miembros con epistaxis de repeticiéon (algunos en edades
pediatricas) e incluso desarrollo de telangiectasias, que no desean estudio personal o de

hijos menores en la actualidad.

Se realiza rastreo inicial de los dos pacientes confirmados y no se objetiva

afectacidn de érganos en ninguno de los dos.

FAMILIA 10 (F10):

Familia constituida por 4 sujetos con sintomatologia sugerente de HHT, se toma
como caso indice (I1.2) con 3 criterios (epistaxis, telangiectasias y hermano con los
mismos sintomas, aunque no se identifica sintomatologia hemorragica en generacién

anterior) (Figura 50).
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Figura 50. Arbol genealdgico familia F10

La paciente presenta epistaxis recurrentes desde nifia aunque en el momento de
la valoracion no presentaba, con actual mejoria que relaciona con tratamiento con
rituximab recibido por un Linfoma (LNG-B lambda bajo grado, estadio IV-B, con
afectacién de médula dsea y esplénica) hace 8 afios y actualmente en remisién. En la
exploracidn se objetivan telangiectasias cutdneo-mucosas en varios territorios (faciales,

paladar duro y pulpejos) (Figura 51A, 51B), intensas, y con sangrado al roce.
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Figuras 51 A, B. afectacion cutdneo-mucosa la paciente F10-1

El estudio genético mostro la presencia de una mutacién de cambio de sentido

(frameshift) en el exén 7 del gen ALK-1 (c.889delC; p.H297IfsX).

El miembro 11.1 con 3 criterios (telangiectasias cutaneas, agregacién familiar y
telangiectasias digestivas) y el miembro IIl.2 con 2 criterios de Curagao (epistaxis y
agregacion familiar), no desearon confirmacién con estudio molecular. El miembro I1l.1
sin sintomatologia (1 sdlo criterio, antecedente familiar) tampoco deseé valoracién por
consulta, ni realizacidon de estudio genético. Por ultimo en el paciente IV.1 con dos
criterios (epistaxis recurrentes y antecedente familiar) no se confirma la mutacidn

encontrada en el caso indice (I1.2) (Figura 50).

En el protocolo de screening de malformaciones en la paciente confirmada no se

encuentra afectacién visceral.

FAMILIA 11 (F11):

Familia con 4 sujetos con sintomatologia clinica. Iniciamos el estudio por el
miembro 1.8, que sin poder precisar herencia, refiere agregacion familiar con hermanos
gue presentaban sintomas hemorragicos y habian fallecido, el II.1 por una neoplasia de

pancreas y el 1.2 por una hemorragia cerebral a los 52 afios (Figura 52).
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El paciente (I1.8), cumple 4 criterios al diagndstico (epistaxis, telangiectasias,
agregacién familiar y malformaciones vasculares hepaticas). El estudio genético reveld
gue era portador de una mutacién de cambio de sentido (missense) en el exén 7 del gen

ALK-1, (c. 926G>T; p. G309V).
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Figura 52. Arbol genealdgico familia F11.

Los hermanos del caso indice no desean estudio y se desconoce si presentan
manifestaciones clinicas. Se continua la valoracidn por el miembro 11l.1 con 3 criterios
(epistaxis, telangiectasias y antecedentes familiares), y posteriormente con los
miembros IV.1y IV.2 ambos con 2 criterios (epistaxis y familia). En los miembros I1l.1y
IV.2 se encuentra la mutacidn detectada en caso indice y el miembro IV.1 a pesar de

presentar sintomatologia no desea confirmacion genética.

El sujeto 1.8 presentaba afectacidn hepdatica, con malformaciones vasculares,
una dilatacién de arteria hepatica y ramas intrahepaticas, con confluencia de
telangiectasias a nivel de parénquima hepatico, y a nivel pulmonar una malformacion
en lébulo inferior del pulmén derecho, sin criterio de embolizacion en la actualidad.
También en el angio-TC pulmonar se observa un aumento del cono de la arteria
pulmonar dato de hipertensidn pulmonar, completandose estudio con cateterismo
derecho y confirmacién de datos de hipertension pulmonar tipo 2, posiblemente

asociada a la HHT-2.
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Este paciente en su evolucidn clinica presenta epistaxis recurrentes y con mal
control en el contexto de anticoagulaciéon por fibrilacidn auricular, se realiza cierre de

orejuelay se retira el tratamiento anticoagulante con importante mejoria clinica.

Completando el estudio de las pacientes Ill.1, IV.2 no se objetiva afectacion

visceral en la actualidad en ninguna de ellas.

FAMILIA 12 (F12):

Se valora paciente perteneciente a una familia con 11 sujetos con
manifestaciones clinicas de HHT, perteneciendo exclusivamente la paciente 11.3 a

nuestra area, tratandose del caso indice (Figura 53).
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Figura 53. Arbol genealdgico familia F12

No se identifica rama de herencia, pero si dos hermanos varones (I1.1, 11.2) con
sintomas hemorragicos, fallecidos precozmente y que a su vez tienen hijos confirmados
(1.1, 1.2 y 111.3 respectivamente). La paciente sufre una clinica florida con epistaxis de
mal control, episodios recurrentes de hemorragia digestiva alta secundaria a
angiodisplasias multiples, con anemia ferropénica crénica a pesar de tratamientos de

soporte.

El estudio genético confirmd la existencia de la mutacion familiar de tipo
missense, en el Exon 11 del gen ALK-1, c.1436G>A; p.R479E, con 9 pacientes

confirmados con estudio molecular pertenecientes a distintas areas sanitarias.
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Se completa el protocolo de rastreo con hallazgo de varias malformaciones
pulmonares (en ambos Iébulos inferiores, con diametro >3 mm), hepaticas (multiples
ramas arteriales hepdticas dilatadas y tortuosas y aumento calibre de porta central y
ramas intrahepaticas) y cerebrales (aneurismas en la basilar y comunicantes

posteriores).

Se observa una gran penetrancia de la enfermedad con afectacién de cuatro
generaciones, practicamente todos los pacientes, con afectacién grave digestiva,
hepatica, pulmonar y cerebral. Confirmado incluso en miembro recién nacido (V.1) por
toma de cordén umbilical. Las pacientes III.5 y II.6 (Figura 53), presentan afectacion
grave con ingresos y transfusiones cada 2 semanas en los ultimos meses y con

tratamiento actualmente con inhibidores de la angiogénesis (bevacizumab).

Del grado de afectacidn clinica del resto de los miembros confirmados se

desconoce ya que pertenecen a otra drea de salud.

FAMILIA 13 (F13):

Se engloban en esta familia 4 pacientes con sintomas diferentes. Se inicia el

estudio en la paciente indice Ill.1, como caso indice (Figura 54).
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Figura 54. Arbol genealdgico familia F13.
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Se trata de una paciente de 26 afios, procedente de consulta de Neurologia tras
ingreso por una hemorragia cerebral secundaria a complicacion de una malformacidn
arterio-venosa no conocida previamente. En la anamnesis dirigida a HHT no refiere

presentar epistaxis, pero si presenta en la exploracién telangiectasias faciales.

En el rastreo de antecedentes familiares existen angiodisplasias en rama
materna y epistaxis en rama paterna. Se realiz6 el estudio a la paciente indice, con 3
criterios (telangiectasias, antecedentes familiares y malformacion cerebral), sin
hallazgos de mutaciones patogénicas en ninguno de los genes principales (ENG, ALK-1,
SMAD4). Dada la aparicion de manifestaciones en edad precoz y afectacién organica
grave, seria conveniente realizar estudio mas amplio a nivel de otros genes asociados

gue corresponde a un 5% de la enfermedad.

FAMILIA 14 (F14):

Familia constituida exclusivamente por un caso (I1.3)(Figura 55), derivada tras
episodio de hemoptisis masiva con repercusién que precisé atencion en la Unidad de
Cuidados Intensivos. En estudio mediante broncoscopia y angio-TC se confirmé la

existencia de una malformacién pulmonary se realizd embolizacion por sangrado activo.

En la exploracidn fisica se objetivaron multiples angiodisplasias faciales (malar,
nariz y labios). Realizamos anamnesis en relacién a los antecedentes familiares sin
encontrar historia de epistaxis. Con 2 criterios de Curacao (telangiectasias y afectacién
organica) se realizé un estudio genético no encontrando mutaciones patogénicas en los

genes principalmente asociados con HHT (ENG, ALK-1 ni SMAD4).
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Figura 55. Arbol genealdgico familia F14.

FAMILIA 15 (15):

En esta familia se comienza el estudio por una paciente que a los 34 afios (I1.1)
desarrolla una osteoartropatia hipertréfica junto con datos de anemia ferropénica.
Estudiada en Medicina Interna se recoge historia desde la infancia de epistaxis

espontaneas de repeticion y pequefias telangiectasias en piel y mucosas (oral y genital).

Al objetivarse hipoxemia y se inicié estudio de patologia pulmonar con hallazgo
de malformaciones vasculares en lIébulo inferior derecho mediante TACAR /arteriografia

pulmonar y actualmente embolizada (Figura 56).

Figura 56. Embolizacion de malformacion pulmonar de la paciente F15-1

Por cuadros de dolor abdominal y anemia recurrente a pesar de tratamiento, se



RESULTADOS

realizé estudio endoscépico con hallazgo de pdlipos multiples (57A y 57B) tanto en
tramos digestivos altos como bajos realizdndose multiples polipectomias con deteccidn

de adenocarcinoma sobre pdlipo motivo que llevé a la realizacién de hemicolectomia.

Figuras 57 A y B: poliposis colénica en paciente F15-1.

Ante la existencia de 3 criterios de Curacao (epistaxis, telangiectasias y
malformaciones vasculares pulmonares), se realizé el estudio molecular de HHT con
hallazgo de mutacién de tipo missense en el Exon 8 del gen SMAD4, c.1082 A>G;
p.R361H. La ausencia de antecedentes familiares sugiere que se trata de una mutacién

de novo en la paciente, se estudian ambas ramas sin confirmar herencia (Figura 58).
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Figura 58. Arbol genealdgico familia F15
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Esta mutacion junto con una poliposis coldnica juvenil, confirma la rara variante
JP-HT, con un patron recurrencial de pdlipos con polipectomias multiples y

malignizacién.

FAMILIA 16 (F16):

Familia con 10 pacientes estudiados y 3 confirmados (11.6, 1.3, 111.4) (Figura 59).
El propositus fue el sujeto 1.8, identificado en un estudio por dolor toracico con hallazgo
de una lesién pulmonar en radiografia de térax que, al completarse mediante TC

toracico reveld la existencia de una malformacién pulmonar.

Ante la historia de sangrados y hallazgo de malformacién pulmonar fue derivada
a la consulta para completar el estudio. En la exploracion se observan telangiectasias,
por lo que presenta 3 criterios de Curagao (epistaxis, telangiectasias cutaneo-mucosas y
afectacién pulmonar, sin referir antecedentes familiares). Se realiza el estudio molecular
con hallazgo de una mutacién en el intron 11 del gen ENG, c.1586+1-G>A, que podria

afectar a la maduracién del RNA (splicing).

Se realiza 4rbol genealdgico (Figura 59), sin identificar la linea de herencia. El
padre habia fallecido por una neoplasia y se realizé estudio a su madre (I.2) y a sus
hermanos (11.1, 11.2, 11.3, 1.4, 11.5) sin confirmarse en diagndstico, por lo que se trataria
de una mutacién de novo, tomando como primera generacion la del caso indice (Figura

59).

>
T
111

Figura 59. Arbol genealdgico familia F16.
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Posteriormente se realiza el estudio a sus cuatro hijos, I1l.1 y lll.2 con 1 criterio
exclusivo de antecedente familiar en los que no se confirmay en 1.3y Ill.4 con 3 criterios

(epistaxis, telangiectasias y antecedentes) se confirma la mutacién.

Clinicamente en su evolucion, la paciente continlda con sangrados importantes y
frecuentes, no ha presentado crecimiento de las telangiectasias iniciales, y ha precisado
embolizacion de malformaciones pulmonares en dos ocasiones y actualmente se
encuentra pendiente de intervencion quirdrgica neuroldgica por hallazgo en RMN

cerebral de una malformacion en cerebelo.

Los dos hijos (lIl.3, 11.4) presentan epistaxis desde el primer afio de vida,
manteniendo la intensidad y la frecuencia, en la exploracion con telangiectasias mas
floridas en 113 y puntos vasculares en |14; dentro del protocolo del estudio de afectacién

organica se realiza una pulsioximetria que fue normal y una RMN cerebral, sin hallazgos.

FAMILIA 17 (F17):

En esta familia se han estudiado 3 pacientes, comenzando por el 1.1 (Figura 60).
La paciente fue valorada por el S. de Neurologia por cefalea con focalidad neuroldgica
transitoria, sin objetivarse ningun hallazgo en una RMN Cerebral. Entre las pruebas
realizadas se incluyé una Rx de Tdérax donde se objetivd imagen nodular en base
derecha, siendo derivada a Medicina Interna para completar estudio.

Se realizé un ecocardiograma con test de burbujas objetivandose un shunt grado
| (paso < 20 burbujas), segun el test de Barzilai y se completd estudio con angio-TC
objetivandose una malformacidn pulmonar en base izquierda. Reinterrogada la paciente
refiere epistaxis muy ocasionales, que se autolimitan en minutos y que no han precisado

en ninguna ocasion atencién médica.

Con la clinica de epistaxis y el hallazgo de malformaciéon pulmonar se realizé estudio
genético detectdndose una mutacién de cambio de sentido (missense) en el exén 6 del
gen ALK-1, Exon 6, c.641G>A; p.G214A.

En la historia familiar se identifica rama de herencia paterna identificando
historia de epistaxis en la abuela paterna (l.1) (Figura 60). EIl miembro II.1 refiere

sangrados nasales en relacion con la ingesta de alcohol, y que no habia dado
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importancia, se procedid al estudio confirmandose la herencia. La Unica hermana (111.2)

de la paciente reconoce sintomas, pero no desea realizarse el estudio en la actualidad.

[
o R AT
4,

v

Figura 60. Arbol genealdgico familia F17

Durante el periodo de valoracidn del caso indice (l1l.1), se produce embarazo y
en el primer trimestre se realiza la confirmacidn molecular de la enfermedad; se
mantiene un seguimiento estrecho durante el embarazo por el aumento de proliferacién

de vasos y riesgo de crecimiento y/o rotura de malformaciones en ese periodo.

Se repitid el ecocardiograma con test de burbujas (al ser una prueba sin riesgo
para el feto y diagndstica en relacidn al tamafio de malformaciones-grado de shunt),
sorprendiendo la normalizacién del test con grado O en la actualidad. La paciente no
tenia realizado estudio de malformaciones a nivel espinal, y con la contraindicacién
actual de realizacién de pruebas radiolédgicas se decide programacion de cesarea con
anestesia general para evitar dindmica de parto y riesgo de complicaciones. En el
momento del parto se realiza estudio en muestra del cordén umbilical al miembro (IV.1),

no confirmandose la mutacion.

El protocolo de cribado no detecté malformaciones en los pacientes confirmados

(111, 111.2).
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Familia 18 (18):

En esta familia, con antecedentes de talasemia minor, se encontraron 3
individuos con manifestaciones clinicas compatibles con HHT, iniciando el estudio por el
paciente Il.1 (Figura 61). En el miembro I11, se objetivan cifras de niveles de hemoglobina
de 7g/dl, tras presentar varios episodios de epistaxis leves que no acaban de justificar
esos valores de anemia importante. Se decidié realizar pruebas endoscépicas en busca
de otras causas con hallazgo de angiodisplasias en duodeno, que precisaron tratamiento

con argon.

Una hermana de la propositus (11.3) presentaba la misma sintomatologia, y con 4
criterios de Curagao se realizd estudio genético encontrandose una mutacién de cambio
de sentido (missense) en el exén 8 del gen ALK-1 (c.135 G>A; p.E379K). En el protocolo

de cribado no se hallaron otras alteraciones organicas.
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Figura 61. Arbol genealdgico familia F18

El estudio genético de la paciente 11.3 (Figura 61), que presentaba 3 criterios de
Curagao confirmé que era portadora de la mutacion. Se ofrecid realizar el estudio a los
hijos de la paciente Il.1, rechazando el estudio 4 de ellos y permitiéndolo el paciente I11.5
con 2 criterios (epistaxis y antecedente familiar) en el que se confirmé que era portador
de la mutacion. Ninguno de los dos familiares portadores de la mutacidn, presentaban

alteraciones organicas.
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FAMILIA 19 (F19):

Se inicia el estudio con un paciente I.1 (Figura 62), con sintomas en dos
generaciones posteriores. Tras un episodio de sangrado nasal grave que preciso
escleroterapia, se interroga al paciente, observandose un patrén de recurrencia e

historia familiar por ello es derivado para estudio desde el servicio de ORL.

En la exploracion presenta telangiectasias exclusivamente en pulpejos de los
dedos. Con 3 criterios de Curacao (epistaxis, telangiectasias y agregacion familiar) se
realiza estudio genético detectandose una mutacion sin sentido (nonsense) en el exén

7 del gen ALK-1 (c.924 C>A, p.c308X).

Se ofrece protocolo de screening de afectacidn visceral, pero el paciente no
acepta, dado que se encuentra pasando unos dias fuera del domicilio habitual (nacido
en Salamanca, pero actualmente en Francia) y prefiere completar el estudio en su
centro. En relacién al estudio familiar se desconoce rama de herencia, pero su hijo y

nieto presentan sintomas (actualmente también en Francia) (Figura 62).

Figura 62. Arbol genealdgico familia F19.

FAMILIA 20 (F20):

El propositus de esta familia (I1.1), fue derivada a la consulta por episodios de
epistaxis espontdneas, de repeticidon, con telangiectasias en lengua, labio inferior y

oreja. Se establece su arbol genealdgico, sin identificar rama de herencia, pero si una
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hermana con la misma clinica que la paciente (l1.2) (Figura 63). En el caso indice con 3
criterios de Curagao no se encuentra mutacién en los tres genes mas frecuentemente

implicados (ENG, ALK-1, SMAD4), sin ampliar estudio al otro miembro sintomatico.

I O 2

Figura 63. Arbol genealdgico familia F20

FAMILIA 21 (F21):

En esta familia se identifican 7 miembros con sintomas compatibles con HHT
(Familia 64), todos los pacientes cumplian 3 criterios de Curacao (epistaxis,
telangiectasias cutdneo-mucosa y antecedentes familiares). El propositus (11.1) identifica
la existencia de familiares con rasgos similares por la rama materna. Aunque el paciente
fenotipicamente se comporta como HHT, no se encuentran mutaciones en los tres genes

mayormente implicados con la enfermedad (ENG, ALK-1, SMAD4).
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Figura 64. Arbol genealdgico familia F21
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FAMILIA 22 (F22):

Estudiada una paciente de 63 afios (I.1) (Figura 65), con historia de epistaxis y
gingivorragias, con sangrados incontrolables en extracciones dentarias y complicaciones
hemorragicas en partos, que precisaron transfusién. Padece una infeccion crénica por
VHC secundaria a hemoderivados, con desarrollo de hepatocarcinoma y actualmente

transplantada en 2007 y actualmente libre de enfermedad.

En la exploracion se objetiva alguna telangiectasias facial y en tronco, en
probable contexto de hepatopatia créonica. Como afectacién visceral tomamos el
hallazgo de angioma hepatico en érgano explantado. Se realizé estudio molecular por
cumplir tres criterios (epistaxis, telangiectasias y angioma hepatico), refiere
antecedentes de fallecimiento prematuro de padre por accidente cerebro vascular. No

se confirma HHT, una vez estudiados los genes ENG, ALK-1, SMADA4.
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Figura 65. Arbol genealdgico familia F22

T

FAMILIA 23 (F23)

Familia con 8 pacientes sintomaticos identificado, pero exclusivamente dos en
estudio (11.1 y lll.1) (Figura 66). Se toma como propositus la paciente I.1 con epistaxis

espontaneas y de mal control que han precisado escleroterapias periddicas y derivada
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desde el S de ORL. Realizamos la historia de la paciente y se identifica linea de herencia

por rama materna e historia familiar con otros miembros con clinica hemorragica.

Con 3 criterios se encuentran dos mutaciones, una en cada uno de los principales
genes implicados. La mutacidn en heterocigosis hallada en gen ALK-1 de cambio de
sentido (missense) en el exén 3 (c.283T>A; p.C95S) y en el gen ENG se encuentra la
mutacion c.1272+2 insT, en el intrdn 9 que podria afectar la maduracién del RNA
(splicing). Se informa a la familia y se contacta con varios miembros con sintomas (con
2 criterios) rechazando estudio en el momento actual. Se estudia exclusivamente la
paciente 1ll.1 con 1 criterio y no se confirma la existencia de ninguna de las dos

mutaciones.
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Figura 66. Arbol genealdgico familia F23

Realizado protocolo de cribaje al propositus (11.1), sin alteraciones viscerales en

el momento actual.

FAMILIA 24 (F24)

Paciente identificada durante un ingreso en M. Interna por episodio de
descompensacién de insuficiencia cardiaca secundario a sindrome anémico. Refiere

epistaxis frecuentes, con un episodio de sangrado grave que precisé tratamiento de
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urgencia y soporte trasfusional. Refiere historia familiar de epistaxis recurrentes, tanto
antepasados por linea materna, como hermanos de la paciente. En la exploracion se
objetivan telangiectasias faciales y en labios. Con 3 criterios se realiza estudio sin

confirmarse mutaciones patogénicas en los genes ENG, ALK-1 y SMAD4 (Figura 67).
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Figura 67. Arbol genealdgico familia F24

FAMILIA 25 (F25):

Paciente derivada desde Urgencias por varias consultas por sangrados. En este
caso el propositus (1.1) es una mujer de 54 afos con 4 criterios diagndsticos: epistaxis,
telangiectasias en piel y mucosas (facial y labio), con un hijo con sangrados (Il.1)(Figura
68) y hallazgo de angioma hepatico. No se identifica linea de herencia, siendo la primera
generacion con sintomatologia. A pesar de fenotipo HHT, se realiza estudio molecular

sin encontrar mutaciones patogénicas en ENG, ALK-1 y SMADA4.

Figura 68. Arbol genealdgico familia F25
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FAMILIA 26 (F26):

Afectacion cutaneo-mucosa de multiples telangiectasias y en varios territorios,
refiere epistaxis muy ocasionales e historia familiar por rama paterna (Figura 69). Con 3
criterios, derivada por la afectacién llamativa de telangiectasias desde S. de

Dermatologia. Realizado estudio no se confirma mutacién que lo justifique.
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Figura 69. Arbol genealdgico familia F26

FAMILIA 27 (F27)

La propositus (1.1) era una paciente de 54 afios derivada desde Digestivo por
telangiectasias en distintos territorios y en progresion desde la juventud. Epistaxis
recurrentes, de mal control que han precisado embolizacidon en una ocasién. Su hijo (11.1)
también refiere epistaxis de las mismas caracteristicas (Figura 70). Con 3 criterios de
Curacao y por tanto fenotipo HHT no se encuentran mutaciones en los genes ENG, ALK-

1, SMADA.
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1
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Figura 70. Arbol genealdgico familia F27

FAMILIA 28 (F28)

Ultima familia incluida en el estudio con 6 pacientes sintomaticos (Figura 71), con
epistaxis y telangiectasias. Dos de estos sujetos residian en nuestra area sanitaria (Il.1y
[1l.1). El propositus, miembro 1.1 cumplia 2 criterios de Curagao, realizamos estudio

genético no confirmando mutaciones patogénicas en ENG, ALK-1 y SMADA4.

I B

TTIT

Figura 71. Arbol genealdgico familia F28

Una vez realizada la descripcidn clinica de todas las familias, realizamos una tabla
resumen de los datos, en la cual se incluyen los criterios de Curagao al diagndstico, el

subtipo de enfermedad en relacién al gen mutado, indice estandarizado de gravedad de
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epistaxis (ESS) y el grado de afectacidon organica, para posteriormente analizar sus

relaciones.

Tabla 10: Datos Clinicos de Familias estudiadas

FAMILA Criterios HHT ESS Afectacién Organica

(Miembros) Curagao Subtipo
(N2)

1+2+3+4 (4) HHT-2 3,32 Hepatica, Digestiva
3(1) Control 0,00 No
1+2+3 (3) HHT-2 3,47 No
1+3 (2) HHT-2 7,71 No
1+2+3 (3) Control 2,36 No

1+2+3+4(4) HHT-2 5,42 Hepatica, digestiva

3(1) HHT-2 0,00 Hepatica
3(1) HHT-2 0,92 No
3(1) Control 0,00 No
3(1) HHT-2 0,00 No
3(1) Control 0,00 No
3(1) HHT-2 3,47 No
3(1) Control 0,00 No

1+2+3+4 (4) HHT-1 4,91 Pulmonar, Hepatica, Digestiva

3(1) Control 0,00 No




1+3 (2)

1+3(2)

1+2+3 (3)

1+3 (2)

1+2+3+4 (4)

2+3 (2)

1+2+3(3)

1+2+3+4 (4)

1+3 (2)

1+2+3 (3)

1+3 (2)

1+3 (2)

1+3(2)

1+2+3+4 (4)

3(1)

1+2+3+4 (4)

1+2+3+4 (4)

1+2+3 (3)

3(1)

1+2+3 (3)

1+2+3 (3)

Control

Control

HHT-2

HHT-2

HHT-2

Control

HHT-2

HHT-2

HHT-1

Control

Control

Control

Control

HHT-2

Control

HHT-2

HHT-2

HHT-2

Control

HHT-2

HHT-2

0,52

1,85

4,91

2,88

3,99

0,92

2,88

1,44

1,44

1,44

1,44

3,47

0,92

5,54

0,00

4,10

5,13

0,00

0,00

3,99

2,03

No

No

No

No

Hepatica, Digestiva

No

No

Hepatica

No

No

No

No

No

Hepatica

No

Hepatica, Digestiva

Hepatica, Digestiva

No

No

No

No
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1+2+3+4 (4)
1+2+3 (3)
1+2+3+4 (4)
14243 (3)
1+3 (2)
1+2+3+4 (4)
2+3+4 (3)
2+4 (2)
142+4 (3)
3(1)

3(1)
1+2+3+4 (4)
3(1)

3(1)

3(1)

3(1)

3(1)

F16-7 3(1)

3(1)

14243 (3)

1+2+3 (3)

HHT-2

Control

HHT-2

HHT-2

HHT-2

HHT-2

Control

Control

PJ-HT

Control

Control

HHT-1

Control

Control

Control

Control

Control

Control

Control

HHT-1

HHT-1

2,25

3,47

6,05

2,36

2,88

7,31

0,00

0,00

4,21

0,00

0,00

4,72

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

4,5

4,5

No

No

Digestiva/HTP

No

No

Pulmonares, Hepatica, Cerebral

Cerebral

Pulmonar

Pulmonar, Digestiva

No

No

Cerebral, Pulmonares

No

No

No

No

No

No

No

No

No



F27-1

1+2+3+4 (4)

1+2+3 (3)

3(1)

1+2+3+4 (4)

1+2+3 (3)

1+2+3 (3)

3(1)

3(1)

3(1)

1+2+3 (3)

1+2+4 (3)

1+2+3(3)

2+4 (2)

1+2+3+4 (4)

1+3 (2)

1+2+3 (3)

1+2+3+4 (4)

1+3 (2)

142 (2)

1+3 (2)

HHT-2

HHT-2

Control

HHT-2

HHT-2

HHT-2

Control

Control

Control

HHT-2

Control

Control

Control

HHT-2

Control

Control

Control

Control

Control

Control

0,52

2,88

0,00

6,79

3,47

0,92

0,00

0,00

0,00

8,63

1,88

4,72

0,00

4,21

0,92

4,61

2,36

0,92

4,61

3,47
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Pulmonar, Espinal

No

No

Pulmonar, Digestiva

No

No

No

No

No

No

Digestiva

No

Hepatica

No

No

No

Hepatica

No

No

No
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Epistaxis

En el analisis de los datos clinicos, la epistaxis (criterio 1 de Curacao) (Figura 72A),
estd presente en el 94,5% de nuestros pacientes enfermos frente a 72,72% en los

pacientes no HHT.

Para valorar el grado de sangrado se cuantific6 mediante el indice ESS. El valor
medio del ESS en pacientes afectos es de 3,69, con una distribucion de 8,10% en
sangrados graves con intensidad superior a 7; 32,43% en valores entre 4-7 sangrado
moderado, 43,24% en valores entre 1-4 sangrado leve, incluso 16,21% en valor inferior

a 1 (pudiendo considerar un valor normal) (Figura 72B).

Epistaxis Valores ESS

7a10 _ |3

4a7 | 12
l1a4 | 16
HHT HHT-2  HHT-1  JP-HT 0al [ 6
B Pacientes M Epistaxis 0 5 10 15 20

Figura 72A y 72B. Distribucion de los pacientes que presentaban epistaxis y grado de sangrado

segun el ESS (Epistaxis Severity Score)

Para el tratamiento de las epistaxis los pacientes de peor control (15), han
precisado tratamiento de escleroterapia con etoxiesclerol en 45 sesiones, con buen

control actual.

Telangiectasias

En relacién al hallazgo en la exploracién de telangiectasias (criterio 2): se

observan en el 81,08% de esos pacientes, con una distribucién de 80,64% en el grupo de



RESULTADOS

HHT-2, 80% en el de HHT-1y 100% en el de JP-HT (Figura 73).

Telangiectasias

HHT HHT-2 HHT-1 JP-HT

B Pacientes M Telangiectasias

Figura 73. Distribucion de los pacientes que presentaban telangiectasias

Antecedentes familiares

En la anamnesis familiar refieren antecedentes (criterio 3), el 81,08% del grupo

total con 80,64% en HHT-2, 100% en HHT-1y 0% en JP-HT (Figura 74).

Antecedentes Familiares

HHT HHT-1 HHT-2 JP-HT

B Pacientes H Antecedentes Familiares

Figura 74. Antecedentes familiares en pacientes HHT



RESULTADOS

Afectacion organica

Por ultimo, observamos el diagnéstico de afectaciéon organica (criterio 4), en
cualquiera de las modalidades. Se observa en el 40,54 % de los casos con una
distribucion de 38,7% en el caso de los enfermos con HHT-2, 40% en el caso de HHT-1,
100% del Unico caso de JP-HT (Figura 75A) y una distribucion fundamentalmente a nivel
hepatico y digestivo (Figura 75B), aunque en varios de los pacientes se ven solapadas

varias localizaciones.

A Afectacion Organica [B|  Tipos de afectacion
37 organica

31 A. DIGESTIVA

A. PANCREATICA

A. HEPATICA
E __ A. PULMONAR
% A. ESPINAL

HHT HHT-2 HHT-1 JP-HT A. CEREBRAL

B Pacientes MW Afectacion Organica

Figura 75. Presentacion de Afectacion Orgdnica (Distribucion y tipos)

Una vez finalizada la parte descriptiva en funcién de los Criterios de Curacao,
pasamos a analizar el comportamiento de las manifestaciones clinicas en relacién a la

edad, sexo, y tipo de HHT (incluido en el patrén fenotipo/genotipo):

Epistaxis Severity Score (ESS)

Se analiza el comportamiento de los sangrados mediante el indice ESS-
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Normalizado, en primer lugar el grupo control (familiares no confirmados y pacientes
con fenotipo HHT sin mutacidon en genes estudiados) frente a HHT confirmados,
observando una diferencia altamente significativa a favor del grupo HHT (p<0,0001)

(Figura 76).

Epistaxis Severity Score (ESS)
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Figura 76. Cuantificacion del ESS en grupo Control y HHT. Se representa un box-plot 10-
90 percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante U de Mann-Whitney:

**%%*p<0.0001 vs Control

Ante este comportamiento hemorragico, vemos de interés el analizar el sintoma
principal (epistaxis) mediante el ESS en funcién de otras distintas variables: andlisis de
subgrupos de pacientes (subtipos de controles, subtipos de pacientes), edad, sexo y

correlacién con el grado de afectacién organica.

Comenzamos el andlisis en los subgrupos de pacientes: Control 1
(correspondiente a los familiares no afectos), Control 2 (casos indice de familias con
fenotipo HHT, no confirmados en estudio molecular) y los subtipos de HHT (HHT-1, HHT-

2) (Figura 77), no incluyendo el subtipo JP-HT ya que al tratarse de un solo caso no es

valorable.
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ESS por subgrupos
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Figura 77. Cuantificacion del ESS en los subgrupos de pacientes. Se representa un box-
plot 10-90 percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante test de Kruskal-Wallis
con comparaciones multiples post-test: **p<0.01 vs Controll; ***p<0.001 vs Control1;

****p<0.0001 vs Control1l.

Se observa que tanto los controles con sospecha de enfermedad en los que no
se confirma estudio molecular como los pacientes de HHT, sangran significativamente
mas que los controles correspondientes a familiares no afectos, y presentan un
comportamiento similar a los HHT confirmados; y tampoco observamos diferencias

entre los subgrupos de HHT (Figura 77).

Analizamos también si existian diferencias dentro del grupo de HHT en los
sangrados de las mujeres respecto a los hombres, no observando diferencias en nuestra

serie (p = 0,804), aunque los valores de sangrados son mds altos en HHT-1 (Figura 78).
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ESS por sexos
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Figura 78. Comportamiento de la hemorragia segun el sexo. Se representa un box-plot

10-90 percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante t de Student.

Del mismo modo se revisé como se comportaban las hemorragias con la edad,
observandose una tendencia al aumento entre el grupo de edad avanzada (>60 afios),

pero sin alcanzar diferencias significativas (Figura 79).

ESS de HHT por edades
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Figura 79. Comportamiento de sangrados en rangos de edad. Se representa un box-

plot 10-90 percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante t de Student.

También nos resulté interesante conocer si en nuestros pacientes las

manifestaciones de sangrado se relacionaban con la existencia de afectacién organicay
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por tanto mayor expresion de la enfermedad:

ESS de HHT por afect org

10+
[
8- )
& gl |
2
@ 4
Ll
2 -
0 —JI—
No Si

Afectacién organica

Figura 80. ESS en pacientes con manifestaciones orgdnicas. Se representa un box-

plot 10-90 percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante t de Student.

Se observa un mayor sangrado dentro del grupo de afectacién organica, aunque

las diferencias no resultan significativas (p-valor= 0,1470) (Figura 80).

Como consecuencia de todos estos sangrados los pacientes presentan
situaciones de anemia crdnica incluso a pesar de tratamiento con hierro; para valorar la
situacion de estos pacientes frente a los controles hemos analizado los valores de hierro
y ferritina en ambos grupos. Se observa que los niveles de hierro son mas bajos en el
grupo HHT con significacion estadistica (p=0,0106) y en el caso de la ferritina, se observa
una tendencia a valores mas bajos en los HHT respecto a los controles, pero sin llegar a

alcanzar significaciéon estadistica (p= 0,2057) (Figura 81).
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Figura 81. Estudio del hierro en pacientes de HHT y controles. Se representa un box-plot 10-90
percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante t de Student en el caso del hierro sérico

y con U de Mann-Whitney en la ferritina. *p<0.05 vs Control

4.2. ANALISIS MOLECULAR

4.2.1. ESTUDIO GENETICO Y ANALISIS BIOINFORMATICO

Se realizd un estudio molecular de las familias nuevas y se recuperaron los
estudios realizados de familias ya conocidas(161), y se procedio a elaborar una tabla
resumen de todos los datos de las 17 familias. Se incluyé el nimero de familia,
especificando n2 de familiares afectos, y miembros en los que no se observa la mutacién,
las generaciones afectas, el gen afecto, mutacién especifica y cambios de la sintesis

proteica que producen, tipo de mutacion y si esta se encuentra descrita en la literatura

O no.
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Tabla 11: Datos moleculares de las familias estudiadas

FAMILA Generac GEN Mutacion DESCRITA
(Miembros) Transcripcion
F1(3+1) G3 ALK-1 S|
c.1378-1 G>T o
HHT-2 (Intrén 9) Splicing (Fontalba 2008)
F3 (5+3) G3 ALK-1
HHT-2 (Exén 3) c.244C>A; p.T82P Missense NO
Fa (4) G4 ENG
HHT-1 (Ex6n 9a) c.1256_1268del13; Deleccion NO
p.S419MfsX490
F5 (3) G3 ALK-1 S|
HHT-2 (Ex6n 7) ¢.874C>T; p.Q292X Nonsense (McDolnald, 2011)
F6 (3+1) G2 ALK-1
HHT-2 (Ex6n 7) €.926G>A; p.G309D Missense NO
F7 (1+3) G3 ENG
HHT-1 (Intrén 9) €.1272+2 insT Splicing NO
F8 (4) G3 ALK-1 S|
HHT-2 (Ex6n 4) c.430 C>T; p.R144X Nonsense (Abdalla, 2003)
F9 (2) G4 ALK-1
HHT-2 (Ex6n 7) c.889delC; Deleccion NO
p.H297IfsX (Frameshift)
F10 (1+1) G3 ALK-1
HHT-2 (Ex6n 7) c.889delC; Deleccion NO

p.H297IfsX (Frameshift)



F11 (3)

HHT-2

F12 (1)

HHT-2

F15 (1)

JP-HT

F16 (3)

HHT-1

F17 (2+1)

HHT-2

F18 (3)

HHT-2

F19 (1)

HHT-2

F23(1+1)

HTT-2

G3

G4

G1

G2

G3

G2

G3

G3

ALK-1

(Ex6n 7)

ALK-1

(Ex6n 11)

SMAD4

(Exon 8)

ENG

(Intrén 11)

ALK-1

(Exdn 6)

ALK-1

(Exon 8)

ALK-1

(Ex6n 7)

ALK-1

(Exon 3)

ENG

(Intrén 9)

€. 926G>T; p.G309V

¢.1436G>A;p.R479E

¢.1082A>G; p.R361H

c.1686+1 G>A

¢.641G>A; p.G214A

¢.1135G>A; p.E379K

€.924c>A; p.C308X

c.283T>A; p.C95S

c.1272+2 insT

Missense

Missense

Missense

Splicing

Missense

Missense

Nonsense

Missense

Splicing

RESULTADOS

NO

SI

(Bayrak-
Toydemir, 2006)

SI

(Kim 1) et al,
2000)

NO

NO

SI

(Lesca et al.
2004)

SI

(Berg JN, 1997)

NO

NO

Los 37 pacientes afectos, se reparten en 17 familias y con 16 mutaciones

diferentes, entre las que se observa un predominio (72%) de mutaciones en el gen ALK-

1 (HHT-2) con 12 casos, frente a 4 en gen ENG (22%)y 1 en SMAD4 (6%) (Figura 82).
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O] SMAD4; 1; 6%

B ENG: 4: 22% Genes Mutados

O ALK-1; 13; 72%

OALK-1 BENG OSMAD4

Figura 82. Distribucion de mutaciones en relaciones a los genes

En la mayor parte de las series y por tanto en la base de mutaciones internacional
(http://www.arup.utah.edu/database)(89), se puede observar que las mutaciones
son practicamente Unicas para cada familia. Observamos en nuestra serie algunos

datos resefables:

Las familias F8 y F10 pertenecen a la misma poblacién, un municipio de 443
habitantes; no existe entre ellos ningln parentesco y se han encontrado en las
familias dos mutaciones diferentes. Con los estudios realizados exclusivamente los
confirmados se estima una prevalencia de 1 caso por 89 habitantes, pero serd mayor
puesto que existen varios miembros con clinica compatible no estudiados todavia,

respecto una prevalencia de 1 caso por cada 9189 habitantes del area de salud.

En las familias F9 y F10 encontramos la misma mutacién en ALK-1, Exén 7,
¢.889delC; p.H297IfsX.; mutacion no descrita, y hallada en dos familias sin relacién

entre ellas y pertenecientes a distintas zonas geograficas.

También existen otras dos familias F6y F11 que presentan mutacion en la misma

localizacién con cambio exclusivamente de un nucleétido, y por tanto sintesis de
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proteinas diferentes; mutacion en ALK-1, ambas en el Exdn 7, c.926G>A; p.G309D

(F6) y c.926G>T; p.G309V (F11).

En las familias F6 y F23 se encuentra la misma mutacion en gen ENG, en el intrén
9, ¢c.1272+42 insT, no descrita en la literatura, pero encontrada también en otra
familia de nuestra drea; aunque de dudoso significado patogénico si podria ser causa
de la enfermedad ya que si altera la maduracion del RNA (motivo que implica un
estudio mas profundo a nivel del RNA y que se desarrollara en un estudio especifico

in silico.

En una familia F23 se detectan mutaciones en los dos genes principalmente
implicados: en gen ALK-1 en el exdn 3, la mutacidn C.283T>A; pC95S, no descrita en
la literatura, pero si descrita la mutacién p.C95R, que genera una alteracién en el
mismo codoén y en el gen ENG se detecta la mutacidn ¢.1272+2 insT en el intrén 9,

ya comentada previamente.

Al estudiar el gen ALK-1 observamos la localizacion de las distintas mutaciones y
analizamos el predominio de alteraciones en dreas codificantes exodnicas (94,2%)
respecto a mutaciones intrénicas. Dentro de las exdnicas, existe una zona en la que se
acumulan mayoritariamente las mutaciones y es el exdn 7, con 6 familias y 12 pacientes

(Figura 83).

Mutaciones en ALK-1

EXON 11
EXON 8
EXON 7
EXON 6
EXON 4
EXON 3
INTRON 9
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Figura 83. Localizacion de las mutaciones en gen ACVRL1 (ALK-1)

Y una vez localizadas las mutaciones, realizamos un andlisis para ver el tipo de
mutacién mas frecuente, observando un claro predominio de mutaciones missense con

un 53%, seguida del tipo nonsense con un 23% (Figura 84).

Splicing
9%

Tipo de Mutacion en ALK-1

Deleccion
15%

Missense
53%

Nonsense
23%

B Missense B Nonsense [ Deleccion B Splicing

Figura 84. Tipo de mutaciones en gen ACRLV1 (ALK-1)

Respecto al gen de endoglina (ENG), se disponen de cuatro familias (en
una de ellas se encuentran mutacidn en dos genes, una de ellas repetida), de las
cuales, 3 (75%) presentan mutaciones de localizacién intrénica y tipo splicing

(Figura 84).
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Mutaciones ENG

Exon 9A-
Deleccion
Intrén 9-
Splicing
50%
Intron 11-
Splicing
25%

O Exon 9A- Deleccion B Intrén 11-Splicing O Intron 9-Splicing

Figura 85. Localizacion de Mutaciones en el gen ENG

Las mutaciones en el gen SMAD4 no son valorables ya que sdélo se dispone de
una familia con un solo caso, con mutacién en Exdn 8, tipo missense, considerada de

novo.

Dentro de estas 17 familias hemos encontrado 17 mutaciones diferentes (1
repetidas en dos familias, y una familia con 2 mutaciones simultdneas) de las cuales son

conocidas 9, mientras que 8 no estan descritas hasta el momento.

Para tratar de conocer si estas mutaciones son de “novo”, es necesario hacer un
estudio familiar y poblacional. No obstante, en 14 de las 17 familias hemos confirmado
gue estan presentes sintomas de la enfermedad en un minimo de 3 generaciones
previas, lo que sugiere que la mutacion es heredada. En una familia no hay antecedentes

de enfermedad, por lo que se puede pensar que es el caso fundador (tabla 12).
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Tabla 12: Distribucidn de Generaciones afectas en las familias

Generacion FETOES

4.2.2. PATRONES GENOTIPO/FENOTIPO

De las 17 familias se confirman con estudio molecular 37 casos, con una
distribucion de 3 familias con 5 casos de HHT-1, 12 familias con 31 casos de HHT-2, 1
familia con mutacion en ENG y en ALK-1 (incluida en HHT-2) y 1 familia, con un Unico
caso de JP-HT (Poliposis Juvenil asociada a HHT)(Figura 86), para poder estudiar sus

caracteristicas y posible asociacién genotipo/fenotipo.

Distribucion de Casos

HHT-2

HHT-1

Figura 86. Distribucion de los casos en funcion de las mutaciones (subtipo HHT)
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Comenzamos con la valoracién de los Criterios de Curagao y su interés de

consideracidn preprueba en cada subtipo:

| BHHT1 EHHT2 EJP-HT

35,48%

4 CRITERIOS

3 CRITERIOS
2 CRITERIOS
1 CRITERIO
4 Criterios 3 Criterios 2 Criterios 1 Criterio
EHHT1 40% 40% 20% 0%
EHHT2 35,84% 47,44% 13,50% 3,22%
EJP-HT 0% 100% 0% 0%

Figura 87. Numero de criterios al diagndstico

Los pacientes con mutacién en ENG cumplen 4 criterios en 40%, 3 criterios 40%,
20% 1 criterio, es decir 3 0 mas criterios el 80% de los casos (diagndstico definitivo). En
el grupo con mutacién en ACVRL1 cumplen 4 criterios 35,48%, 3 criterios 48,38, 2
criterios 13% y 1 criterio 3,22%, es decir 84% de los pacientes tenia 3 o mas criterios al
diagndstico. Exclusivamente se dispone de una paciente con mutacion en el gen SMAD4

gue cumplia 3 criterios en el momento que se identifica como HHT (100%) (Figura 87).

Se observa que el criterio de epistaxis es el mas frecuente entre todos los
pacientes HHT; el 100% de los pacientes con HHT-1 y HT-JP presentaban epistaxis, y el
93,5 % en HHT-2 (Figura 88A). Tomando como referencia el ESS se observa un
comportamiento similar en relacidn a los sangrados entre los pacientes HHT-1y HHT-2,
pero si observamos un agrupamiento de valores con un comportamiento mas
homogéneo con valores superiores en los pacientes HHT-1 frente a los HHT-2 (Figura

88B):
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ESS por subgrupos

37
A
35 *edededk B
31 29 °
(]
L xR
e

ls]ls]

HHT HHT-2 HHT-1 JP-HT . ‘ .

B Pacientes W Epistaxis rol2] HHT1 HHT2

Figura 88. Pacientes que presentan epistaxis en funcion subtipos HHT (A) y cuantificacion

del ESS (B). Se representa un box-plot 10-90 percentil de los datos.

También se realiza un subandlisis del comportamiento hemorragico en funcion
de la localizacién de las mutaciones agrupando casos: ENG (3 casos), ACVRL1 con 6 casos
en el exén 7, exdn 3 (2 casos), exon 2 (2 casos), y el resto con 1 sélo caso asociados, sin

encontrar diferencias entre ellos (Figura 89).

ESS por exones

10+

8- * °
s T 11

2+ J_ J_

0 M .

HHT1 [ Exon3 Exon7 Otros ,
HHT2

Figura 89. ESS en funcion de la localizacion de las mutaciones. Se representa un box-plot

10-90 percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante test de Kruskal-Wallis con
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comparaciones multiples.

El segundo criterio (telangiectasias) se observa en un mayor porcentaje

en la HHT-1 y JP-HT (100% de los casos), respecto a HHT-2 (80,64%).

31

B

HHT-1 HHT-2 JP-HT

B Pacientes W Telangiectasias

Figura 90. Telangiectasias en funcion de subtipos HHT

En los subtipos principales HHT-1 y HHT-2 se observan los antecedentes
familiares en un porcentaje similar con 80% y 80,64% respectivamente. No vemos
valorables el analisis de JP-HT ya que sélo existe un caso, sin hallazgo de mutacién en

ninguno de los padres, por tanto, se trata de una mutacién de novo (Figura 90)

HHT-1 HHT-2 JP-HT
B Pacientes B Antecedentes familiares

Figura 91. Antecedentes Familiares en funcion de subtipos HHT
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Respecto a la afectacion orgdnica en cualquiera de sus localizaciones, se observa
una mayor afectacidon en HHT-1 observdndose en un 40% de los pacientes, respecto a
un 32,25% en HHT-2. No siendo valorable en el subtipo JP-HT, pero como dato

descriptivo se observa afectacidn organica en varios niveles (100%) (Figura 92).

HHT-1 HHT-2 JP-HT
l Pacientes Bl Afectacion Organica

Figura 92. Afectacion orgdnica en funcion de subtipos HHT

Dentro de las manifestaciones organicas podemos ver la distribucién segin érganos o

sistemas (Figura 93):

- La afectacion pulmonar aparece mas en el grupo de la HHT-1, en 2 de 5 casos
con un 40%, respecto a 9,67% en HHT-2 (3 casos de 31). Un caso exclusivamente
de JP-HT, que presenta afectacion pulmonar, no valorable. De los 6 casos de
afectacién pulmonar, existe un claro predominio del sexo femenino con 5:1,

independientemente del tipo de HHT (83,3%).

- Las malformaciones cerebrales son menos frecuentes, también con predominio
en la HHT-1 con un 20%, respecto a la HHT-2 con un 2,33%. En los 3 pacientes

gue presentan afectacidén cerebral, el diagndstico se ha realizado dentro del
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rastreo de afectacién organica, en ninguno caso ha presentado complicaciones
hemorragicas. Exclusivamente se ha encontrado afectacién espinal en un caso

de HHT-2. De éstos 3 casos, todas son mujeres (100%).

La afectacion hepatica se observa fundamentalmente en HHT-2 con 9 casos en
31 pacientes (29,03%), y un 20% en HHT-1. Independientemente del subtipo de

los 10 casos, 6 son mujeres, alcanzando un 60%.

La afectacidn digestiva presenta una incidencia menor que la afectacién hepatica
ligeramente superior en HHT-2 con un 22,58 % de los casos de HHT-2, frente un
20% en pacientes HHT-1. La distribucién por sexo en este caso también es

predominante en mujeres con un 55,55%.

Afectacion simultanea hepatica y digestiva en 19,35% de los pacientes HHT-2.

Existe exclusivamente un caso de HHT-2 con afectacion pancreatica.

Afectacion Organica

HHT-1 HHT-2 JP-HT

B Pacientes B Pulmonares B Hepaticas W Digestivas ™ Cerebrales

Figura 93. Afectacidon orgdnica en funcion del subtipo de HHT

- Como patrén genotipo-fenotipo se observa un predominio de afectacién
pulmonar y cerebral en los pacientes HHT-1, la afectacion hepatica y

digestiva fundamentalmente en los HHT-2. La afectacién espinal sélo se ha
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detectado en HHT-2. Como mencidn extraordinaria dada su baja incidencia
el Unico caso descrito de la variante JP-HT, sufre afectacidn pulmonar grave
y afectacion digestiva con poliposis intestinal juvenil con degeneracion a
adenocarcinoma. La afectacion visceral tiene una alta prevalencia en mujeres

alcanzando un 60%, aunque en determinadas localizaciones 100%.

4.3. ESTUDIO MECANISMOS DE HEMOSTASIA EN HHT

Para el estudio de hemostasia han participado 36 pacientes de los cuales 26 son
enfermos de HHT confirmados y 10 son controles (8 familiares no confirmados y 2

pacientes indices no confirmados).

4.3.1. HEMOSTASIA PRIMARIA
Para el andlisis de la hemostasia primaria hemos medido el tiempo de hemorragia,

y realizado el recuento de plaquetas, test PFA-100 y un estudio de la funciéon plaquetaria

mediante Multiplate®:

A. Tiempo de Hemorragia
A pesar de ser una técnica en desuso por tener mucha variabilidad y un componente

subjetivo, es la Unica técnica que permite valorar de forma global la hemostasia.

En el grupo de casos indices en los que no se confirma HHT, llama la atencidn el
comportamiento de dos pacientes, pero cumplian 3 criterios de Curacao pero sin
mutacién en ENG, ALK-1 y SMAD4, presentan un tiempo de hemorragia muy alargado
(16’3” y 10’3") motivo suficiente para justificar los sangrados con alguna patologia

hemorragica no HHT, y son por tanto eliminados del grupo control.

Se comparan los pacientes HHT frente a los familiares no HHT (familiares), no
encontrando diferencias significativas con una p-valor de 0,6278 y comportandose

ambos grupos de la misma manera (Figura 94).
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Tiempo de hemorragia

N
o
1

-
[}
1

_T_

Tiempo de hemorragia (min)
¢ 3

Controles HHT

Figura 94. Tiempo de Hemorragia en grupo Control y HHT. Se representa un box-plot 10-

90 percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante t de Student (p-valor 0,6278)

B. Recuento Plaquetario

En el estudio de una entidad hemorragica se precisa como primer dato el recuento
plaquetario. Analizado nuestra poblacion tanto los pacientes como los controles
(familiares no afectos) presentaban cifras dentro de los rangos de la normalidad (150-
450000) (Figura 95). Por tanto, se descarta que el mal control del sangrado sea por la

existencia de trombocitopenia, con una p-valor de 0,2279 (no significacidn estadisitica).

Recuento plaquetas

= 400-
=)
-— [ J
=
3004
8 S
S
g 2004
° l.
m
T 1004
o
o
E o
=z Controles HHT

Figura 95. Cuantificacion del numero de plaquetas en grupo Control y HHT. Box-plot 10-

90 percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante t de Student (p-valor 0,2279)

C. Agregacion plaquetaria

El andlisis de la agregacion plaquetaria mediante PFA-100 con ADP, muestras
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diferencias significativas entre el grupo control y el de pacientes HHT; mientras que en
el PFA-100 con EPI no se observa diferente comportamiento (p=0,2665). Se observan
valores de PFA 100-ADP significativamente aumentados (p=0,0376) en el grupo de
enfermos de HHT (Figura 96).

PFA-100 EPI PFA-100 ADP
200- 150- —%
0
[0] z e [0] z |
5-5_ 150 - [ gn.
o Ul 321m-
% 8 100 % =° —leo-
oo 1 0© o
[« ISy 00
£ ES 50-
[0] i [0]
2n S0 =
o o
0 0
Controles HHT Controles HHT

Figura 96. PFA-100 en grupo Control y HHT (EPI 97A, ADP 97B).Box-plot 10-90
percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante t de Student (p=0,2665 y p=0,0376

respectivamente).

Una vez observado una diferencia significativa en los valores de PFA-100 con
ADP, con valores elevados relacionados con una situacién de antiagregacion, se continuda
el estudio de la funcion plaquetaria de forma mas especifica mediante un estudio piloto
con el método Multiplate®. Se analiza la respuesta de las plaquetas a los tres principales
agentes agregantes como son el ADP, TRAP y ASPI. La medicidn se obtiene enfrentando
agregacion (AU) frente al tiempo (min) representandose el valor del area bajo la curva

en Unidades arbitrarias (AUC).

Se comienza la descripcion de los resultados representando dos curvas ejemplo
de un paciente control y de un paciente HHT respectivamente (Figuras 97 y 98
respectivamente), observando la diferente curva de agregacion que presentan ambos

pacientes frente a un estimulo agregante por ADP.
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uetar Multiplate® -12.03.13

04U

20040 ID del paciente : control

Tipo de test : ADPtest (citrated blood), V1

Inicio del test : 15, Jul. 2015, 15:27:31 (Tiempo de medida transcurrido 6:00 min.)
Areabajo la curva: 55 U
Agregacion : RUD: 38.6AU
Velocidad : RUO: 12.3 AU/min
Diferencia de la media: 2435 %

Coeficiente de conelacion: 1,000

Figura 97. Ejemplo drea bajo la curva de Paciente Control. Andlisis Funcion Plaquetaria

Multiplate ADP-Test.

Winélisis de la funcion plaquetar Muliplate® - 203,11
G LT A D dlpaciene:
RO Tipo de test: ADPtest (Hiudin blood), V1
A S Inicio deltest : 17. Feb. 2015, 14:32:45 (Tiempo de medida hanscurido 6:00 min.)
e Area bajola curva: 35U
R A Agregacion: RUO: 67541
BERERERERN Velocidad : RUO: 7.8 AU/min

Moo Diferencia de la media: 0.840 %

el i Coeficiente de corelacion ; 0.999
' 2.0 AU
Canal 1

Figura 98. Ejemplo drea bajo la curva de Paciente HHT. Andlisis Funcion Plaquetaria Multiplate

ADP-Test

Una vez realizado el estudio Multiplate a todos los casos (Controles y HHT)

representamos los valores de sus areas bajo la curva de un grupo respecto al otro (Figura

99), observando que la agregacién plaquetaria en respuesta al ADP se encuentran

significativamente disminuida en los pacientes HHT (p=0,005). Se representa un box-plot

10-90 percentil de los datos y se analizaron mediante t de Student.



RESULTADOS

El ADP es un nucleétido que se almacena en los granulos densos de las plaquetas
y que es liberado tras activacién y cambio de forma de la plaqueta. Esa liberacion sirve
para activar otras plaquetas mediante la union a receptores en la membrana
plaguetaria. Esta respuesta disminuida se relaciona con una menor agregacion y por

tanto un mayor riesgo hemorragico.

ADPtest
150

100-

50+ i I

AUC (u.a.)

Control HHT
Figura 99. Andlisis Funcion Plaquetaria (Multiplate), ADP-Test

Del mismo modo, representamos y analizamos los valores de agregacién
plaquetaria en respuesta al dcido araquiddnico; comenzando con la representacién con
las dos curvas ejemplo de un paciente control y de un paciente HHT respectivamente
(Figura 100 Paciente-Control, Figura 101 Paciente HHT). El 4cido araquiddnico es el
sustrato de la ciclooxigenasa plaquetaria en la sintesis de tromboxano A2, un potente
activador de la agregacion. El acido acetilsalicilico inhibe esta reaccion y, con ello, puede
afectar a la funcion plaquetaria. Este test puede evaluar dicho efecto y, por esa razdn,
el test se denomina ASPItest. Sin embargo, en nuestro caso lo utilizamos para evaluar la

agregacion en respuesta al tromboxano A2.
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Kendlisis de la funcion plaquetar Muliplate® - V2,031
CT T 004U ID del paciente : controlsaral 3abil2013
A Tipo de test : ASPltest (cirated blood), V1
LR i et Inicio del test : 19. Abr. 2013, 13:34:49 (Tiempo de medida transcurido 6:00 min.)
A e el - Area bajo la curva: 74 U
) i Agregacion: RUO: 124.1 AU
i I Velocidad: RUD: 185 AU/rin
' b3 Diferencia de la media: 10.948 %
bl Coeficiente de conelacién : 0,997
. 0AU
Canat 3

Figura 100. Ejemplo drea bajo la curva de Paciente Control. Andlisis Funcion Plaquetaria

Multiplate ASPI-Test

Rendlisis de la funcion plaquetar Multiplate® -2,03.11
CTITITITITIa0N D
e R B A Tipo de test : ASPItest (citrated bload), V1
PrAespeaserenespeasaraec] Inicio del test : 29, Sep. 2014, 12:54:51 (Tiempo de medida transcurrido 6:00 min.)
e e Avea bajo la curva: 48 U
BERER™ " Agregacién : RUD: 83.34U

— i Velocidad : RUQ: 11.2 AU/min.

- ok Diferencia de la media : 5.220 %
- 2.t 0 AU Coeficiente de correlacion : 0.998
Canal: 2

Figura 101. Ejemplo drea bajo la curva de Paciente HHT. Andlisis Funcion Plaquetaria

(Multiplate) ASPI-Test

En los estudios realizados con ASPltest, se toman valores <40 U como indicadores
de inhibicién de COX-1, con estudios realizados con acido acetil salicilico y utilizandolo

como punto de corte para respuesta a tratamiento.

Los datos se representan mediante box-plot 10-90 percentil y se analizaron
mediante t de Student. Los valores de respuesta al tromboxano presentan

comportamiento similar al obtenido al afiadir ADP, con valores significativamente
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menores de valor de agregacidn en pacientes HHT respecto a los pacientes controles
(Figura 102), traduciendo por tanto un aumento del comportamiento hemorragico con

una p valor < 0,001.

ASPltest
100-

80-
=) *
T 60- _—
3 ——
O | i
: -
< ——

20-

0

Control HHT

Figura 102. Andlisis Funcion Plaquetaria Multiplate ASPI-Test

Y por ultimo se analizan datos obtenidos en respuesta a TRAP, un andlogo de la
trombina (TRAP-Test). El péptido activador del receptor de trombina-6 (TRAP-6) es un
potente activador de plaquetas y estimula la agregacidon plaquetaria a través del

receptor de trombina PAR-1, denominado receptor 1 activado por proteasa.

De forma similar representamos dos curvas ejemplo de respuesta este caso de
respuesta a TRAP, un paciente control y un paciente HHT respectivamente (Figura 103y

104 respectivamente)
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Winéliss de la funcidn plaguetar Muliplate® - 120313

-+ QAU

Tipo de test: TRAPtest (cirated bload), V1
Inicio del test: 15. Jul 2015, 15:43:21 (Tiempo de medida tanscurido 6:00 min.)
Area bajo la cuva: 101U
Aaregacion: RUD: 1451 AU
Velocidad : RUQ: 33.9 AU /min.
Diferencia de la media: 2.846 %
Coeficiente de conelacidn : 0,339

Figura 103. Ejemplo drea bajo la curva de paciente Control. Andlisis Funcion Plaquetaria

Multiplate TRAP-Test.
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Figura 104. Ejemplo drea bajo la curva de paciente HHT. Andlisis Funcion Plaquetaria

(Multiplate) TRAP-Test

En el andlisis de los valores del grupo de pacientes no se observa una diferencia

significativa en el comportamiento, pero si puede presentar una tendencia con p=0,2046

por test T student o 0,0634 por U-Mann-Whitney por tratarse de una poblacién de

distribucién no normal (Figura 105).
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Figura 105. Andlisis Funcion Plaquetaria (Multiplate) TRAP-TesT

4.3.2. HEMOSTASIA SECUNDARIA

En la hemostasia secundaria intervienen factores protrombdticos y anti-
trombdticos fisioldgicos. El equilibrio entre factores protrombéticos e inhibidores es
nuestra situacién fisiolégica y que se produzca un desbalance entre ellos puede

favorecer las trombosis o las hemorragias.

Se realiza un andlisis preliminar para descartar otras patologias de la hemostasia,
analizando en primer lugar el tiempo de protrombina y el tiempo de tromboplastina
parcial activada, donde no encontramos diferencias significativas con valores de p=
0,1415y p=0,3314 respectivamente (Figura 106). Podria tener importancia la tendencia

a valores mas bajos del tiempo de protrombina.
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Figura 106. Hemostasia Secundaria en Controles y HHT. Se representa un box-plot 10-90

percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante t de Student.

Ante esa tendencia se realiza un andlisis de todos y cada uno de los factores que
participan en la cascada de la coagulacion, encontrando que todos se encuentran dentro

de los limites establecidos como normales.

Posteriormente se compara el comportamiento de cada factor en los dos grupos
comparados (HHT y familiares no HHT), II, V, VII, VIII, IX, X, XI y Von Willebrand, y no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre ellos, salvo el factor Il que
se encuentra disminuido en el grupo de los pacientes HHT con significacién estadistica

(p=0,0024) (Figura 107).
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Figura 107. Factores de Hemostasia secundaria, en controles y pacientes HHT. Se representa

un box-plot 10-90 percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante t de Student.

Como estudio independiente y una posible relacion ya descrita, hemos analizado
la relacién del factor VIII con los niveles de hierro, realizando una correlacidon entre los
valores de Factor VIl y los niveles de hierro sérico, mediante regresién lineal y se

compararon las rectas resultantes sin encontrar diferencias (Figura 108).

Dentro de las complicaciones de los pacientes HHT, ademds de las
complicaciones hemorragicas se han ido demostrando también complicaciones

trombdticas (arteriales y venosas, principalmente tromboembolismo pulmonar). En
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nuestra serie se ha diagnosticado un fendmeno trombdtico venoso, en el contexto de
un hallazgo casual, sin clinica aguda, y un fendmeno arterial, como cardiopatia
isquémica, en el contexto de dos pacientes con ferropenia mantenida pero con niveles

de Factor VIl normales.
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Figura 108. Correlacion entre el Factor VIl y los niveles de hierro séricos. Se hizo

regresion lineal y se compararon las rectas resultantes sin encontrar diferencias.

Por ultimo, se analizd si existen diferencias en la concentracidn plasmatica de
inhibidores fisioldgicos de la coagulacion. No se encontraron diferencias respecto al
grupo de los controles con los siguientes valores (Figura 109): andlisis de PC con valores

p=0,3545, PS con p=0,9573, rpCa con p=0,2547 y AT Ill con p=0,0802 respectivamente.
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Figura 109. Inhibidores fisioldgicos de la hemostasia en Controles y HHT. Se representa un box-

plot 10-90 percentil de los datos. Los datos se analizaron mediante t de Student.

4.3.3. FIBRINOLISIS

En el analisis de esta parte de la hemostasia, se han tomado como pardmetros a
analizar: el plasmindgeno funcional (precursor inactivo del enzima proteasa de plasmina
que interviene en la fibrinolisis), el inhibidor del activador de plasmindgeno (PAI-1) y
alfa-2 antiplasmina (ambos inhibidores de la fibrindlisis) y D- dimero (productos
degradacion del fibrindgeno) entre los grupos de pacientes (HHT y familiares no HHT)

(Figura 110).

Comenzamos con el estudio de los valores de plasmindgeno funcional al tratarse
del componente central del sistema fibrinolitico. Se determinan valores mas bajos en
grupo de pacientes HHT frente al grupo de pacientes control con una p=0,1134, que
aunque no se encuentra diferencia significativa si se observa una tendencia a valores

mas bajos en el grupo de pacientes frente al grupo de control.

Ante una situacién de formacion y destruccion de trombos se realiza una
determinacién de los productos de degradacién del fibrindgeno (D-dimeros) observando
una tendencia a valores mas altos en los HHT, aunque sin diferencias estadisticamente

significativas (p=0,4629).
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Figura 110. Fibrinolisis en HHT y Controles. Se representa un box-plot 10-90 percentil de los

datos. Los datos se analizaron mediante t de Student.

Respecto a los inhibidores de la fibrindlisis, analizamos alfa-2 antiplasmina y

el inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1) como inhibidor fundamentalmente

implicado, dado su relacién con la ruta TFG-B. Entre los dos grupos se observa un

comportamiento similar de la alfa-2-antiplasmina con una p=0,5234; y en el Inhibidor

del activador del plasminégeno (PAI-1) tampoco se alcanzan diferencias significativas

(p=0,1931) (Figura 110).
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5.1.  ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS FAMILIAS CON TELANGIECTASIA HEMORRAGICA
HEREDITARIA EN EL AREA SANITARIA DE SALAMANCA

5.1.1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

» Es interesante conocer el alcance de una enfermedad de baja prevalencia
(enfermedad rara o minoritaria) en nuestra area sanitaria y poder conocer en la
situacion en la que nos encontramos para elaborar un plan de abordaje a un
nuevo problema de salud. La HHT es una enfermedad hemorragica crdnica, de
transmisidon genética y de curso no banal, ya que en su evolucién produce
deterioro de la calidad de vida y en ocasiones, graves complicaciones evitables

con un diagndstico precoz.

» Con una prevalencia de 1 caso por cada 9189 habitantes en nuestra area, nos
encontramos en una situacion inferior a la descrita en series pertenecientes a
paises europeos de caracteristicas similares a Espaia; Italia con prevalencias de
1 caso por cada 3500-5000 habitantes (178) o Francia con 1/8345 habitantes
(17), Dinamarca con 1,4 por cada 10000 (179) No existen muchos datos de
prevalencia publicados en nuestro pais hasta la actualidad, exclusivamente
series de 12, 17 y 30 pacientes en Hospitales como son La Fe (Valencia) y el H. de
Valdecilla (Cantabria) (19,41). Los datos analizados de la Unidad Especializada de
HHT del Hospital Sierrallana (Torrelavega) en relacion con el Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla (Sistema Cantabro de Salud) como Centro
de Referencia Nacional a través del sistema de informacion del fondo de
cohesion (SIFCO) y durante el periodo de 2003-2013, determina una prevalencia

nacional en 1 caso /5936 habitantes (18).

» Podemos confirmar que se trata de una enfermedad infradiagnosticada en
nuestra zona, por dos motivos detectados en nuestra serie. La primera causa es

la no identificacion de los pacientes por parte de los facultativos, y la no



DISCUSION

derivacién, puesto que si observamos la distribucion de casos por area
geografica objetivamos en nuestra area zonas desiertas de casos (Figura 23),
principalmente el Area de Ciudad Rodrigo. En relacién a la prevalencia de casos
existe un area de mayor densidad entorno a Salamanca capital posiblemente por

nucleo de poblacidn, facilidad de acceso y/o nivel socio-cultural (180).

Un importante numero de pacientes identificados dentro del cribado
familiar con alta probabilidad de padecer la enfermedad, no desean estudio (25
pacientes dentro de nuestra serie de 78 pacientes estudiados en un periodo de
2 afios).

En relacion a este punto, no deseo/negativa al estudio no encontramos ningun
dato publicado, ni detectado como un problema sanitario. Seria interesante
elaborar un cuestionario para detectar el motivo: desconocimiento de la
patologia, percepcion de enfermedad de curso benigno, o miedo al diagndstico

con la consecuencia de pasar de ser sano a ser enfermo.

» Porelinterés de dar a conocer la enfermedad, mejorar el diagndstico y transmitir
su importancia dentro de nuestro ambito sanitario, analizamos los Servicios de
procedencia de la derivacion, detectando a Medicina Interna como el primer
servicio, seguido por S de Hematologia y S de O.R.L., esperable por tratarse de
una enfermedad sistémica, de comportamiento hemorragico con epistaxis como

primera manifestacion.

» Enrelacidn a las caracteristicas de los pacientes valorados:

- Respecto al sexo, fueron derivadas para estudio mds mujeres y dentro de
este ademds mas diagnosticadas (59,45%) frente al grupo de los hombres
(40,54%). A pesar de ser una patologia con herencia autosémica y la
frecuencia esperable es similar en ambos sexos, estudios realizados en el
Reino Unido en 2010 determinan que el diagndstico fue significativamente
mayor en mujeres que en hombre mediante una tasa de prevalencia

ajustada(180), relacionandolo con una mayor consulta a atencién primaria.
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- La distribucion por rangos de edad al diagndstico es homogénea, existiendo
actualmente un ndmero de casos similar en los rangos de edad, a pesar de
ser una enfermedad crdnica, con posibilidad de mayor diagndstico en edades
avanzadas. Dentro de nuestra serie en los casos estudiados disponemos de
pacientes con edades extremas, desde una paciente de 0 afios (estudio en
muestra de corddn umbilical) hasta la mds anciana de 92 afios. La existencia
de 14 pacientes menores de 15 afios determina la importancia de detectar la
enfermedad en la infancia y determinar el grado de afectacidn visceral,

evitando complicaciones graves (93)

» Analizados los Criterios Clinicos de Curagao, observamos que mantienen su
validez y se pueden continuar utilizando en areas donde no esté disponible el
estudio molecular:

- Dentro de las serie de casos indices en los que se confirma HHT con
estudio molecular, el 94% de los pacientes cumplian 3-4 criterios al
diagndstico (definitivo) y si incluimos 2 o mas criterios el 100% de los
casos (7,41). Es necesario realizar correctamente los Criterios de Curacao
en los casos indices para seleccionar pre-prueba los estudios moleculares

y solo realizar estudios en los que cumplan al menos 2 criterios.

- En relaciéon a los pacientes indices en los que no se confirma la
enfermedad, se detectan otros perfiles de criterios de Curacao diferentes
a los HHT confirmados. Observamos que presentan menor % de epistaxis
que los HHT (72,72% respecto a 94,5%) pero las telangiectasias aparecen
en un porcentaje mayor (90,90% respecto 81,8% en HHT) siendo este en
muchas ocasiones el motivo de derivacion. Ademads existen menos
antecedentes familiares (54,54% frente 81,08%) y mayor afectacion
organica con 54,54% respecto a 43,24% en los HHT. Agrupando criterios,
estos pacientes cumplen 3 o mas criterios en el 63,63% de los pacientes,

frente a 94% en HHT confirmados.

» Nos encontramos en la era del diagndstico molecular (82), y para confirmarlo
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podemos analizar varios puntos de vista en los que puede aportar beneficios:

- Dentro de los casos indices con fenotipo HHT en los que no se confirma (tras
no hallar mutaciones en los genes ENG, ALK-1 y SMAD4), el 60% de los
pacientes de este grupo cumplian 3 o mas criterios (7 casos); con el estudio
molecular podriamos evitar asi el sobrediagndstico de algunos pacientes.
Existe la posibilidad de que estos pacientes que presentan un fenotipo
compatible puedan tener mutaciones en otros genes de los cromosomas 5,
7 (HHT-3 y HHT-4)(11,21) o deficiencias en citocinas BPM9 o BMP10 que
puedan influir en la vasculogénesis(23); actualmente no disponemos de
posibilidad de estudio en nuestro centro, motivo por el cual les
mantendremos en seguimiento ante futuras posibilidades.

- Dentro del cribado familiar, se estudiaron 50 pacientes y se confirmé la
enfermedad en el 40% de ellos. Existen 5 familiares confirmados que
cumplian 2 o menos criterios con diagndstico poco probable y dentro del
grupo de familiares en los que no se confirma cumplian dos o mas criterios,
9 pacientes y 2 de ellos con diagndstico definitivo con tres.

Valorando el coste beneficio de un cribado familiar resulta un claro beneficio
en complicaciones graves evitables (92,12), ya que se estudia exclusivamente
la mutacion encontrada en el caso indice descendiendo el coste de forma
importante; mantenemos por tanto la idea de que el diagndstico de
portadores presintomaticos es interesante y de esta forma un diagndstico
molecular temprano proporciona la oportunidad para la deteccion temprana
de malformaciones y mejorar el manejo de la enfermedad (12,93). En

conclusién el diagndstico debera ser molecular si existe disponibilidad(82).

» Enrelacién a los casos indices de HHT, en nuestra drea se diagnosticé un mayor
numero de casos del tipo HHT-2 (mutacidn en ALK-1) con 76,47% de los casos
(13 familias), frente a 17,64% HHT1 (mutacién en ENG en 3 familias) y 1 caso de
JP-HHT (correspondiente a 5,88%). Este comportamiento es similar a los paises
de la cuenca mediterranea, con resultados similares a los encontrados en otra

serie nacional incluidos en otro trabajo (18)(181), a diferencia de un claro
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predominio de HHT-1 en otros paises del norte de Europa o norteamericanos. Es
interesante el hallazgo de un caso JP-HT (asociado a mutacidn en el gen SMAD4),

con una incidencia de un 6% (10,87).

5.1.2. DIAGNOSTICO CLiNICO

Una vez valorados todos los pacientes en consulta, recogidos los Criterios de
Curagao (epistaxis-1, telangiectasias-2, antecedentes familiares-3 y afectacion orgdnica-
4), confirmado posteriormente el diagndstico con estudio genético, valorado su
comportamiento hemorragico mediante ESS, realizado su arbol genealdgico vy
completado su cribado familiar se recopilan todos los datos en una tabla (Tabla 10) para

poder analizar los diferentes puntos.

Se comienza la discusion de esta parte por los Criterios de Curagao:

» La epistaxis (criterio 1) es la manifestacién mas frecuente entre nuestros
pacientes, apareciendo hasta 94,5% de ellos; compardndolo con otros estudios
realizados en nuestro paises se observa un comportamiento similar al
observando en otras series entorno al 95% (18) (Figura 72A). Ante la gran
variabilidad en la expresidn de los sangrados en este tipo de pacientes resulta
interesante disponer de un método objetivo de medida para poder comparar
comportamientos e incluso valorar respuestas a tratamientos, por este motivo
utilizamos el cdlculo de indice de sangrados mediante el ESS-normalizado
(162,163).

Una vez confirmado el comportamiento hemorragico, cuantificamos los
sangrados por rangos de ESS pudiendo constatar la gran variabilidad, con un
8,10% de pacientes que presentan sangrados graves con intensidad superiora 7;
resaltar también que existe un 16,2% de pacientes que presentan sangrados
leves con una valor inferior a 1 (pudiéndose incluir estos dentro de la

normalidad) (Figura 72B).

» En relacién a las telangiectasias (criterio 2) fue detectada en el 81,08% de esos
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pacientes, sin observarse diferencia entre los grupos (poco valorable el subtipo
JP-HT por disponer exclusivamente de un caso) (Figura 73). Tan sélo en un caso
se precisar tratamiento con laser por sangrados de una telangiectasia en ala
nasal con buen respuesta, el resto exclusivamente generaban alteraciones

estéticas (112).

» Los antecedentes familiares (criterio 3) en el momento del diagndstico existian
en el 81,08% de las familias, sin diferencias entre los grupos, siendo poco
valorable por el tamaiio muestras de alguno de ellos. Un dato interesante es que
exclusivamente en un caso no presentaba antecedentes familiares (caso JP-HT),
por lo cual identificamos este criterio como principal, determinando esos casos

como mutaciones de novo (Figura 74)(182).

» Hay que resaltar que la HHT no es una patologia de curso benigno, debiendo
tenerse en cuenta el desarrollo de afectacién organica (criterio 4), observandose
en nuestra serie casi en la mitad de los pacientes 43,24% de los casos (Figura 75).
Estudios de mortalidad ajustados por edad, determinan un aumento de
mortalidad en edad joven atribuible a la enfermedad (179)

Una vez finalizada la descripcidén del comportamiento de cada uno de los Criterios

de Curacao, pasamos a discutir los resultados obtenidos en el andlisis clinico:

» En primer lugar se confirma el comportamiento hemorragico a nivel de epistaxis
através del score ESS (162), con una diferencia altamente significativa del grupo

HHT respecto al grupo control (familiares no HHT) (p<0,0001)(Figura 76).

» En el subandlisis del ESS podemos comprobar que no encontramos diferencias
del comportamiento del sangrado en cuanto al sexo (Figura 78), ni en la edad, a
pesar que si se observa una tendencia de aumento (progresion de los sangrados)
con la edad sin alcanzar significacion estadistica (Figura 79) (41), esperable por
aumento de fragilidad capilar con la edad. Hay que resaltar que en el grupo que
ya presentan afectacidn orgdnica se observa un mayor sangrado que no alcanza

significacién (p-valor= 0,1470) (Figura 80).
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» En relacién a la repercusion de los sangrados, tras analizar dos parametros
principales como son los niveles de hierro y la ferritina encontramos niveles
bajos que condicionan situacion de ferropenia, en el caso de los niveles de hierro
con significacién estadistica (p=0,0106) y en el caso de la ferritina, con tendencia
avalores mds bajos, pero sin llegar a alcanzar significacion estadistica (p= 0,2057)
(Figura 81). A pesar de tener soporte con diferentes preparados y vias de
administracion con incluso transfusiones periddicas, los pacientes se encuentran
en situacion de anemia crénica. Estos resultados nos llevan a pensar en el
inadecuado manejo de estas situaciones, siendo necesario evitar mantener

estados de ferropenia, con sus complicaciones posteriores (58).

» Es necesario plantearse que en este tipo de pacientes puedan existir situaciones
de malabsorcién y valorar que algunas ocasiones estd indicado la administracién
de hierro IV. Existe algun estudio del requerimiento de hierro en estos pacientes
ajustado por hemorragia (HAIR), suma la dieta recomendada y el hierro
necesario para reemplazar las pérdidas hemorrdgicas adicionales cuantificadas,
basadas en el incremento pre-menopdusico para compensar las pérdidas

menstruales(183).

» En relacién a los tratamientos para el control de los sangrados podemos
comentar exclusivamente datos observacionales, puesto que no se disponen de
pardmetros objetivos para poder comparar, como por ejemplo reevaluacion del
ESS post-tratamientos. Para el control de las epistaxis hemos utilizado
tratamiento tépico con polidocanol (etoxiesclerol) en paciente con ESS grave o
moderado (15 pacientes) con tres sesiones una de urgencia y dos programadas
en cada uno de ellos en protocolo ya utilizado en otras series de pacientes (110),
con muy buenos resultados; el paciente pasa de tener varios episodios de
sangrado que han precisado atencion por urgencias a la semana hasta conseguir

sangrados aislados mensuales y sin precisar otros tratamientos sistémicos.

» Otros tratamientos recibidos por nuestros pacientes son tratamiento con

escleroterapia con argén sobre angiodisplasias digestivas con resultados
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5.2.

temporales, en algunos casos tratamientos sistémicos utilizados con respuestas
parciales son los tratamientos antifibrinoliticos como el acido tranexamico (108),
propanolol (97) o tratamientos (107)hormonales estrégenos-progestagenos
(126) (100) y algunos farmacos antiangiogénicos (106,160) no siendo objetivos

de analisis en este trabajo.

Presentamos la experiencia con el caso de una paciente con situacion limite por
hemorragias  digestivas recurrentes y fistula hepatico-portal con
descompensaciones edemo-asciticas frecuentes, en fracaso terapéutico con
transfusiones cada 15 dias, con soporte de hierro intravenoso e ingresos
reiterados y sin respuesta a octeétrido en distintas formulaciones. Se comienza
tratamiento con bevacizumab en uso compasivo, observando una buena
respuesta al segundo ciclo, completandose 6 (a dosis de 5 mg/Kg cada 2
semanas)(160) con mejoria clinica, recuperacién de anemia sin precisar soporte
transfusional y manteniéndose exclusivamente con de hierro cada 2 meses.
Como respuesta también se comprueba disminucidon de tamaiio de la fistula
hepatico-portal mediante doppler hepatico (103). Estos buenos resultados son
similares a casos aislados descritos. Aunque su uso no estd estandarizado, existe
ya evidencia de sus buenos resultados en distintos niveles epistaxis (104,111)
hemorragias digestivas , insuficiencia cardiaca por hiperaflujo secundario a
fistulas (105) y como terapia puente a trasplante (184)), aunque no exento de
complicaciones descritas (105,125,107,160,185,186). En la actualidad existen
estudios con nuevos farmacos (101), y ampliacién de los denominados farmacos

huérfanos.

ESTUDIO MOLECULAR

5.2.1. Estudio genético y andlisis bioinformatico

Una vez analizados los resultados se confirma el predominio de HHT-2 (72%)

respecto a HHT-1 (22%) (Figura 82), pasamos a la descripcion de los datos obtenidos tras

analizar la base de datos de las 17 familias diagnosticadas en nuestra area (Tabla 11):
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- 13 familias con mutaciones en ALK-1 con 12 mutaciones diferentes, y de
ellas descritas en la literatura tan sélo 6 de ellas
(105,125,107,160,185,186).

- 4 familias con mutaciones en ENG con 3 mutaciones diferentes, ninguna
de ellos descrita previamente y una coexistiendo con mutacién en ALK-1,
la cual debera ser estudiada mas ampliamente.

- 1 familia con mutacién en SMAD4, ya descrita previamente (192)(dentro

de tan sdélo 23 mutaciones descritas en la base internacional).

» A nivel internacional se ha desarrollado una base de datos con el propdsito de
servir de registro de todas las mutaciones conocidas en los genes principalmente
implicados con la enfermedad (89); de esta forma poder conocer mds datos
moleculares de la enfermedad incluso detectando variantes de significado
incierto o polimorfismos incluyendo cambios basados en secuencias vy
delecciones/ duplicaciones.

Existen notificadas en estos momentos en la base internacional de mutaciones
de la HHT, 572 mutaciones en ALK-1, 502 mutaciones en ENG y 87 mutaciones
en SMAD4 (23 exclusivamente en la asociacion HHT-JP)(89).

(http://www.arup.utah.edu/database)(89)

» Respecto a las mutaciones en el gen ALK-1, existe un predominio en areas
codificantes exdnicas con un 92,30%, fundamentalmente el exén 7 (6 familias,
con 12 pacientes de los 31 diagnosticados de HHT-2) (Figura 83), con hallazgos
similares en otras series (189). El tipo de mutacién hallada con mas frecuencia
es el tipo missense detectada en un 53% de nuestros pacientes (Figura
84)(182,189) Comparando nuestros resultados con los datos comunicados a la
base internacional objetivamos que a nivel mundial de 572 mutaciones descritas
en el gen ACVRL-1 (ALK-1) son principalmente exdnicas un 94,94% y el tipo mas
frecuente también es la missense alcanzando un % algo inferior a nuestra serie
(30.06%) (89).

http://www.arup.utah.edu/database/ACVRL1/ACVRL1_welcome.php
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» En el estudio del gen ENG, hallamos un predominio de mutaciones en areas
intrénicas, intron 9 (2 casos) e intrén 11, splicing y exclusivamente un caso de
mutacion en el exdn 9A, tipo deleccidon, no descrita en la literatura (Figura 85).
Revisada la base internacional existen comunicadas 502 mutaciones, de las
cuales se localizan en regiones intrénicas exclusivamente un 7,76%, mientras que
en nuestra serie son el 75%. Respecto a la mutacion exodnica es tipo deleccién
(25% de los casos), coincidiendo con el tipo mas frecuente en la base con un
22,11%.

http://www.arup.utah.edu/database/ENG/ENG_welcome.php (89)

» La mutacion encontrada en el SMAD4, se encuentra localizada en 4area
codificante exodnica (exon 8), tratandose de una mutacion missense (c.1082 A>G;
p.R361H). Una vez revisada la base de datos, la mayoria de las mutaciones
descritas en SMAD4 son tipo missense con un 27,58%. De las 87 encontradas a
nivel internacional exclusivamente 23 mutaciones son diagndstico asociado de
JP a HHT. En nuestro caso indice se realiza estudio a ambos progenitores no
encontrando la mutacién en ninguno de ellos, considerdndose por tanto una

mutacion adquirida de novo, ya estd descrita en la literatura, en el afio 2000 (192)

» Se conoce que las mutaciones son practicamente Unicas para cada familia,
observando distintas peculiaridades dentro de las familias de nuestra serie

(Tabla 11).

- Encontramos 2 familias con la misma mutacién, localizada en el gen
ACVRL-1 (ALK-1) en el exén 7, tipo deleccidn, no descrita en la literatura
hasta la actualidad. Las familias no parecen estar relacionadas entre siy
proceden de zonas geograficas distanciadas.

- También existen otras dos familias cuya mutacién, comparte la misma
localizacién, en el mismo exén y el mismo tipo (missense), variando

exclusivamente un nucleétido y por tanto el aminoacido resultante.
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- Dentro de nuestra serie también hemos determinado 9 mutaciones no
descritas en la literatura, que comunicaremos a la base internacional de
mutaciones como hallazgos para contribuir al conocimiento de la
enfermedad. Revisada la base observamos que la ultima actualizacién se

ha realizado en enero 2013 (89).

- También detectamos 4 familias sin antecedentes, notificando el caso
indice como primera generacidon de sangrados en 1 de ellay 3 en las que
se detectan en dos generaciones, tomando las mutaciones como de
nueva aparicion (de novo). Sélo en una de ellas hemos podido acceder al
estudio de sus progenitores sin detectar mutacién en ninguno de ellos,

por tanto se trataria de una mutacién adquirida.

5.2.2. Patrones genotipo/fenotipo

Una vez dada a conocer la enfermedad e identificados los subtipos, se obtiene
cada vez mas informacion y se trata de identificar el patrén clinico mas frecuente en
cada uno de ellos, a pesar de su variabilidad de expresidn. Para ello disponemos de 31

pacientes con diagndstico de HHT-2, 5 pacientes con HHT-1 y 1 paciente con JP-HT:

» No se objetivan diferencias en los Criterios clinicos (Curacao) en relacion a los
subtipos, se encuentran mas de 2 criterio (diagndstico definitivo) en un 80% en
HHT-1y en un 83,24% en HHT-2 (Figura 87).

Se ha confirmado la enfermedad en el subtipo HHT-2, con pacientes
asintomaticos, con 1 criterios (antecedente familiar) en un 3,22% lo que se
podria traducir en mayor rentabilidad del estudio genético al tener menos

expresion clinica(12).

» El criterio de epistaxis es el mas frecuente en HHT-1 en el 100% de los casos,
tanto indices como familiares, respecto a los HHT-2 en un 93,5% (Figura 88A).
Analizamos el comportamiento hemorragico, tomando los scores de sangrados

(ESS), no observando diferencias significativas entre los dos grupos, pero si
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detectamos en el box-plot una distribucion de valores de sangrados mas
homogéneos y mas altos dentro del grupo HHT-1 (Figura 89), a diferencia de
resultados de otros estudios que ha detectados mayores scores en HHT-2 (43).
Para valorar posible variabilidad en funcién de la localizacién de la mutacién
analizamos por subgrupos, observando sin valores con significacién estadistica
unos valores mas inferiores en los sangrados de las familias con mutacién en el

exon 7 (Figura 89).

» Presentan telangiectasias el 100% de los pacientes HHT-1, respecto al 80,64% de

los HHT-2 (Figura 90).

» No existen diferencias entre los antecedentes familiares de los dos grupos,

detectandose en un 80% en ambos grupos (Figura 91).

» Respecto a las manifestaciones viscerales, el grupo de pacientes HHT-1
presentan mayor afectacién alcanzando un 40% en relacién al HHT-2 con un
32,2% (Figura 92). Aunque no se dispone de numero valorable la paciente con
mutacion en SMAD4 presenta gran expresion clinica con afectacion organica a

varios niveles.

» En esta segunda parte analizamos las manifestaciones orgdnicas y valoramos si
existe un perfil clinico en el que podamos observar una relacién genotipo-
fenotipo (Figura 93):

- Existe una mayor afectacion pulmonar en los pacientes del grupo HHT-1,
observando hasta en el 40% de estos pacientes respecto a 9,67% en
pacientes HHT-2 (Figura 93)(193). Independientemente del subtipo, se
detecta que de los 6 casos con afectacién pulmonar, 5 son mujeres,
confirmandose que otros estudios ya se ha detectado esta mayor

prevalencia (13).

- La malformaciones cerebrales son poco frecuente, 2 casos en 37
pacientes; se observa predominio en HHT-1 (20%, respecto a 3,22%) (91).

Respecto al sexo ambas fueron mujeres, confirmando que la prevalencia
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es mayor en ellas (117). En los 2 pacientes que presentan afectacion
cerebral, el diagndstico se ha realizado dentro del rastreo de afectacién
organica, ninguno ha presentado complicaciones hemorragicas. Segun
algunos estudios se ha detectado mayor riesgo de resangrado los que se
diagnostican tras una complicacién, y menor riesgo los que se detectan
en el cribado (66), incluso menor riesgo de complicacion que las halladas

de forma esporadica (117,194).

- Exclusivamente detectamos un caso de malformacién espinal en una
paciente indice HHT-2(65), con mutacién localizada en el exén 6. En las
series revisadas los datos publicados son similares a los nuestros en los
gue sorprendentemente la afectacion cerebrales es superior en HHT-1,

pero la espinal sélo se ha encontrado en HHT-2 (189).

- Se observa una afectacidon hepatica superior en el grupo de enfermos
HHT-2 (29% respecto a un 20%), descrita en otras series con importante
variabilidad desde formas leves tipo angiectasias, dilatacion vascular de
vena porta y/o arteria hepatica, moderadas a graves con fistulas e
insuficiencia cardiaca por hiperaflujo, incluso afectacion tipo hiperplasia

nodular focal (73,74,123,195,196,76).

- La afectacion digestiva también superior en la variante HHT-2
(14,164,126,90,12,79). Encontramos afectacidon simultdnea hepatica y
digestiva en 6 pacientes. Es comentable que la afectacion digestiva esta
infravalorada ya que no esta incluida en los protocolos de rastreo, sino

en situaciones de anemia no justificada por epistaxis o hemorragia aguda.

» Los pacientes de afectacién HHT-1 de nuestra serie presentan manifestaciones
clinicas mas precoces (desde la infancia), con mds sangrados y mas graves
(atencion médica a menores de 3 afios), mas telangiectasias y mayor afectacién
orgdnica con resultados similares a los descritos en otros trabajos (164,189,13).
La afectacidn pulmonary cerebral es predominante en la HHT-1 correspondiente

a vasos pequefios y tejidos con remodelacion mas significativa, y la afectacion
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hepatica y digestiva es mayor en HHT-2, también con el mismo perfil descrito

previamente (90,13,165,189).

» Como afectacion pulmonar independiente se ha encontrado un caso de
hipertension pulmonar primaria asociada a HHT, en el subtipo HHT-2
(59,61,63,60,62); presentando una mutacién de tipo missense, localizada en el

exon 7 del gen ALK-1.

» Como genotipo-fenotipo independiente tenemos que describir la mutacién en
SMAD4 asociada con afectacion JP-HT. Con un solo caso nos permite aportar
informacién exclusivamente descriptiva, sin poder establecer ningun tipo de
analisis. Presenta afectacidon digestiva indispensable en forma poliposis juvenil,
con polipectomia multiples y hemicolectomia por adenocarcinoma a los 34 aios)
(192)(87). En su comportamiento de HHT presenta epistaxis, telangiectasias
muco-cutaneas y afectacion pulmonar grave con malfomaciones arterio-venosas
que han generado un shunt extracardiaco, con hipoxemia crénica y
osteoartropatia hipertrofica secundaria, precisando embolizacion en dos
ocasiones. En los ultimos estudios se ha detectado asociacién también a
aortopatia existente hasta en el 38% de los casos (80), que en nuestro caso no se

ha completado el estudio por claudicacién de la paciente.

» Enultimo punto vemos resefable que existe un grupo de pacientes con fenotipo
de HHT (10 casos indices con 2-3 criterios de Curacao) en los que no se confirma
mutacion en ENG, ALK-1 y SMAD4 que deberia ampliarse su estudio molecular a
nuevos genes conocidos (5,7 y gen BMP9) (21,23,197), e incluso biomarcadores
que pueden influir en la expresién clinica como son algunas proteinas solubles
(factor de crecimiento endotelial vascular (37,198), factor de crecimiento
transformante betal, endoglina soluble, angiopoyetina-2 y variantes de

microARN (199).
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5.3. ESTUDIOS DE MECANISMOS DE HEMOSTASIA

La evaluacidn de los pacientes con una tendencia a la hemorragia representa un
desafio ya que las pruebas rutinariamente disponibles para evaluar los trastornos de la
coagulacién han sido limitadas hasta ahora, lo que ha complicado la determinacién en
laboratorio de la tendencia de sangrado clinicamente observada (136). Ya en 1994 se
llevaron a cabo estudios para definir su etiologia (130,128). Actualmente pensamos que
aunque su etiologia este basada en la haploinsuficiencia de ENG fundamentalmente
puedan existir otros factores asociados que influyan en las manifestaciones o incluso
existan puntos secundarios en los que podamos actuar como dianas terapéuticas.
Actualmente al existir diferentes métodos para el estudio de la funcion plaquetaria se
pueden evaluar mejor los trastornos hemorragicos hereditarios y adquiridos, y

monitorizar las terapias antiplaquetarias.

Los estudio de hemostasia global y las pruebas de fibrindlisis resultaron ser limitadas
en la deteccidn de los trastornos hemostdticos en algunos pacientes con una tendencia
relevante a la hemorragia y pueden no ser adecuadas para evaluar su riesgo
hemorragico. Actualmente las puntuaciones de sangrado son un enfoque médico

disponible para la evaluacion objetiva de estos pacientes (136).

Existe interés en demostrar si existe algun factor en la hemostasia que favorezca los
sangrados, incluso la variabilidad de presentacién y poder predecir la respuesta o
comportamiento de una enfermedad hemorragica a los tratamientos antiagregantes y
anticoagulantes (149). Aunque la mayoria de las decisiones giran en torno a las
complicaciones hemorrdgicas, no es infrecuente que estos pacientes requieran
anticoagulacién o antiagregacion por distintas situaciones (cardiopatia isquémica, ictus,
trombosis venosas profundas o tromboembolismo pulmonar fundamentalmente (151).
Incluso definir el papel de los nuevos anticoagulantes de accién directa (anti-X y anti-lla)

en situaciones que precisan de ellos (149,151).

5.3.1. Hemostasia Primaria

Una vez analizadas las distintas fases de la hemostasia primaria:
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» El tiempo de hemorragia se puede tomar como parametro independiente para
aportar informacion en una enfermedad hemorrdgica que presenta sangrados
espontdneos y de dificil control en algunos territorios. A pesar de tratarse de una
enfermedad con sangrados prolongados y de mal control, su respuesta al test de
hemorragia es normal con tiempos de sangrado dentro del rango de la
normalidad y con un comportamiento similar a los familiares en los que no se ha

confirmado la enfermedad (Figura 94).

La ausencia de tiempo de hemorragia alargado nos traduce que la
hemostasia es normal en territorios sanos (antebrazo, sin telangiectasias),
mientras que el mal control o el resangrado ocurre en territorios donde existen
malformaciones arterio-venosas (telangiectasias faciales, en mucosa nasal,
mucosa de tejidos digestivos, etc). Estos resultados hacen pensar que ademas de
una alteracién en la angiogénesis, puedan existir un problema hemostatico en
esos tejidos, por existencia de vascularizacion con mayor flujo (ausencia de
capilares y comunicaciones directas entre arterias y venas), alteracion en la
respuesta del vasoespamo de esos tejidos enfermos o en la propia estabilizacidon

del trombo (anomalia en la liberacién de distintos mediadores).

» Los enfermos de HHT no presentan trombocitopenia (Figura 95). Por lo que
guedaria descartado que los pacientes HHT sangren por valores bajos de

plaquetas.

» En el estudio de la fase de agregacion plaquetaria obtenemos unos valores de
PFA-ADP elevados con nivel de significaciéon (p=0,0376), mientras que el estudio
realizado con EPI no presenta diferencias (Figura 96). Estos valores elevados de
PFA-100 se asocian, una vez descartadas la trombocitopenia con situaciones de
alteracion de agregacion, los tratamientos antiagregantes (pacientes excluidos
del estudio de hemostasia) y la Enfermedad de Von Willebrand.

Tenemos que tener en cuenta que se trata de una alteracidn que no traduce un
alargamiento del tiempo de hemorragia en el test de lvy, es decir en tejido sano

no traduce un mal control de hemorragia, pero si puede influir en el control o en
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el resangrado en tejidos con anomalias.

La posibilidad de una alteracion en la agregacidon plaquetaria, ya fue tomada
como posible en los afios 1974 (128), y actualmente se disponen de mas
herramientas, para poder estudiar en profundidad. Se realizé un estudio mas
especifico respecto al comportamiento de la plaqueta (171), con un estudio
piloto de la funcidon plaquetaria mediante Multiplate®, observando una

disfuncidn en la agregacion plaquetaria en respuesta a diferentes agregantes:

e ADP: el andlisis realizado en nuestros dos grupos (familiares no HHT
frente a enfermos) se demuestra que la agregacion plaquetaria en
respuesta al ADP se encuentra significativamente disminuida en los
pacientes HHT. El hallazgo de una respuesta disminuida de la agregacion
de las plaquetas frente al reactivo ADP, traduce un mayor riesgo
hemorragico y ya fue descrita en antiguos estudios (131).

La agregacion plaquetaria inducida por el ADP puede ser reducida o
ausente en el caso de thrombastenia de Glanzmann (200) o en pacientes
en tratamiento con farmacos anti-ADP (ticlopidina y clopidogrel
principalmente).

Los estudios realizados con este método estan orientados a dirigir
tratamientos antiagregantes, valorando respuesta a tratamiento y riesgo
trombdtico o hemorragico en paciente tratados tras intervenciones
coronarias percutdneas, observando que pacientes con valores > 46 U

presentaban un riesgo trombdtico y obstruccion de stent (201,176).

e Tromboxano A2 (ASPI): se observa que los valores de agregacion en
respuesta al tromboxano producido por COX a partir de &cido
araquidonico. Presenta comportamiento similar al obtenido al afiadir
ADP.

Los valores <40 U indican la inhibicion de COX por acido acetil salicilico.
Este nivel se considera un punto de corte para respuesta / no respuesta

en prueba de respuesta a la funcién plaquetaria.
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e Trombina (TRAP): en el analisis de los valores del grupo de pacientes no
se observa una diferencia significativa en el comportamiento
inicialmente, pero si puede interpretarse como una tendencia a ser
menor en el estudio (Figura 105).

El péptido activador del receptor de trombina-6 (TRAP-6) es un potente
activador de plaquetas y estimula la agregacion plaquetaria a través del
receptor de trombina PAR-1. La agregacidén plaquetaria inducida por
TRAP-6 puede estar reducida o ausente en presencia de antagonistas de
GPllb / llla3 o en estados de deficiencia de receptores Gpll / bllla

(Trombastenia de Glanzman).

5.3.2. Hemostasia secundaria
En esta segunda fase de la hemostasia también existen varios puntos de interesante

analisis por su relacion directa o indirecta (134):

» En primer lugar se realizd un estudio preliminar tanto del tiempo de
protrombina como el tiempo de tromboplastina parcial activado, para estudiar
ambas vias segun la cascada de coagulacidn tradicional. En este analisis no se
objetivaron diferencias en el comportamiento (Figura 106), con valores de p=
0,1415 y p= 0,3314 respectivamente, aunque si observamos una tendencia a
valores inferiores en el tiempo de protrombina.

» Tras realizar la determinacion de factores de coagulacion no se objetivd
variacién en los valores en relacién a los sangrados (Figura 107) salvo en el factor
Il en el aparecen valores significativamente disminuidos, sin poderlo asociar a la
enfermedad como tal, sino probablemente al consumo en la situacién
hemorragica, no pudiendo aclarar si se trata de una causa o una consecuencia.

ya que si es directamente proporcional al nivel de los sangrados (ESS).
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» Para comprobar resultados publicados en otros estudios en relacién con el
factor VIl en HHT realizamos un subanalisis. A pesar de confirmar en nuestra
poblacidn una situaciéon de ferropenia, a diferencia de otros estudios no
encontramos diferencias en el comportamiento de dicho factor entre los
familiares no HHT y los enfermos (Figura 108) (133,152). Los bajos niveles de
hierro también se asocian con trombosis venosa y arterial, elevacién del factor
VIl y aumento de la agregacién plaquetaria a la 5HT circulante (serotonina)

(150).

Dentro de nuestra serie se diagnostican dos episodios trombdticos, uno
arterial (cardiopatia isquémica) y otro venoso (tromboembolismo pulmonar),
ambos asociados a situaciones de anemia mantenida a pesar de tratamientos
de soporte multiples (hierro oral, intravenoso, multiples transfusiones). Se
determina los niveles de factor VIII sin encontrar niveles elevados.

La ferropenia no se conoce como factor protrombdtico aislado (133),
pero si puede influir en la agregacién plaquetaria. Revisando los valores de PFA-
100 (ADP y EPI) en la paciente con tromboembolismo se detectaron valores
normales de agregacion plaquetaria con ADP 95 (68-121 U) y EPI 115 (84-160
U). Este factor no ha podido ser analizado en el paciente que sufrié el episodio
de cardiopatia isquémica ya que se encontraba ya con tratamiento
antiagregante y por tanto no valorable.

El tromboembolismo pulmonar se presentd como enfermedad
tromboembdlica crénica al tratarse de un hallazgo casual en estudio de
malformaciones pulmonares (“incidentaloma”). Analizamos otros factores
posibles sin encontrar valores elevados de factor VIII, pero encontramos una
respuesta elevada de estudiando otros factores protrombdtico encontramos
una clara asociacioén ya descrita con tratamiento hormonal estrogénico recibido
previamente (para control de los sangrados). Dada la clasificacién de TEP de bajo
riesgo con ausencia de la repercusion clinica se decidié no tratamiento ante la
posibilidad del empeoramiento de los sangrados (riesgo/beneficio) al
encontrarnos ante una caso de hemorragias incontrolables y precisando

transfusiones cada 15 dias.
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» Dentro de la hemostasia secundaria ademas de los factores protrombdticos
también existen unos factores inhibidores fisiolégicos de la hemostasia, como
son la proteina C, proteina S, resistencia a la proteina C activada y Antitrombina
lll. El equilibrio entre factores protrombéticos e inhibidores es situacidn
fisiolégica y un disbalance entre ellos puede favorecer las trombosis o las
hemorragias. En la determinacidn de los inhibidores fisiolégicos de la
coagulacién, no se encontraron diferencias respecto al grupo de los controles
(Figura 109). La tendencia a valores inferiores de ATIIl podria tener algun valor
en prolongar el tiempo de control del sangrado, necesitando ampliar el nimero
de pacientes y estudiar con mas detenimiento el comportamiento de los

sangrados.

5.3.3. Fibrinolisis

La fibrindlisis es una fase especialmente implicada en esta enfermedad ya que, al
tratarse de una enfermedad hemorragica con sangrados frecuentes existe una
formacion y destruccidén de trombos continuamente. Para poder esclarecer si el exceso
de fibrindlisis pueda influir en la escasa funcion del trombo con recurrencia y mal control
de los sangrados, se analizaron factores fibrinoliticos (plasminégeno) y a su vez la
existencia de defecto de inhibidores de la fibrindlisis como son el inhibidor del activador

de plasmindgeno (PAI-1) (156)y alfa-2 antiplasmina (Figura 110)(202).

» El andlisis del plasminégeno mostrd valores normales (Figura 110). Este
resultado probablemente se pueda atribuir a que, aunque existan sangrados
frecuentes, y en ocasiones incapacitantes, se encuentran limitados a territorios
pequenos y con poca repercusion sistémica. Andlisis realizados a nivel de la
mucosa nasal han detectado niveles elevados del activador del plasminégeno

(129).

» Ante esta situacion de formacion y destruccién de trombos seria esperable

encontrar valores elevados por lo que se realizd6 una determinacién de los
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productos de degradacién del fibrinégeno (D-dimeros) observando una
tendencia a valores mas altos en los pacientes HHT, aunque sin diferencias

estadisticamente (Figura 110).

» Respecto a los inhibidores de la fibrindlisis:

- Enlos niveles de alfa-2 antiplasmina no se encuentra diferencias en el
comportamiento de los dos grupos.

- El Inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1) tampoco presenta
una tendencia a valores mas bajos en el grupo de HHT sin alcanzar
significaciéon estadistica (Figura 110), pero si podria influir ya que el
inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) atenua la fibrindlisis,
por tanto ante valores inferiores de PAI-1 pudiera existir mayor
fibrinolisis con menor duracion del coagulo y por ello mas resangrados.
El factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) induce la
produccion de PAI-1 a través de Smads (153), y a su vez se sabe que el
PAI-1 regula la angiogénesis actuando sobre la protedlisis de la matriz
extracelular y la adhesién celular (159). Existen ya estudios a éste nivel
que determinaron que PAI-1 inhibe la angiogénesis inducida por VEGF in
vitro e in vivo. La inhibiciéon farmacoldgica de PAI-1 promueve el
desarrollo arteriolas y la recuperacion de la perfusion del miembro
posterior después de la interrupcién de la arterias pudiendo ser una
diana atractivas para el tratamiento(159), probado ya en otras
enfermedades vasculares (145,203).

Por otro lado se han determinado los mecanismos moleculares
implicados en el control dependiente de estrégenos de la expresion del
gen inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1) en células
vasculares (204); pudiendo verse efectos beneficiosos en el tratamiento
de los sangrados al demostrar los efectos diferenciales de los receptores

estrogénicos (ERa y ErB) en la actividad promotora de PAI-1 (205).



DISCUSION

» Valoradas las lineas de tratamiento utilizadas hasta ahora con mejores
resultados parece que esta fase de fibrinolisis es la mdas implicada en la
respuesta. Los farmacos con mejores resultados tienen efecto anti-fibrinolitico
como son el acido tranexamico (148,108), tratamientos hormonales estrégenos-
progestagenos con su efecto regulador de PAI-1 a través de sus diferentes
receptores (126,204,100) y algunos farmacos antiangiogénicos, con son los
inhibidores de VEGF, en los que se ha detectado un efecto de regulacién sobre
los niveles de PAI con relacién inversa al VEGF (106,160). También se debe
analizar a nivel de las malformaciones con alto flujo (arteria-vena sin capilar) el
stress generado por el flujo sanguineo puede regular la expresién de las

proteinas fibrinoliticas por las células endoteliales (147).

Ante los distintos hallazgos es interesante ampliar los estudios con mayor
numero de pacientes y comprobar la situacion de las hemorragias, ya que nos
encontramos ante una limitacién conocida y es que la hemostasia es un proceso
dinamico en continuo cambio. Seria interesante conseguir que todos los
pacientes en estudio se encuentren en una situacién estable, sin sangrados

importantes recientes.
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La HHT es una enfermedad minoritaria que en nuestra drea sanitaria se
encuentra infradiagnosticada, ya que presenta una prevalencia global por debajo
de la estimada en nuestro pais, existiendo incluso un drea de la provincia sin

ningun caso detectado.

Las caracteristicas de nuestros pacientes son similares a las de otras series
descritas en paises mediterraneos, siendo la HHT-2 la variante mas frecuente de

la enfermedad, a diferencia de paises del norte de Europa o Latinoamericanos.

Nuestro trabajo confirma la validez de los criterios de Curagao, que permite
realizar un diagndstico clinico en centros de los que no se dispone de estudios

moleculares. No obstante la confirmacidn del diagndstico debe ser molecular.

El cribado familiar discrimina a pacientes asintomaticos, y permite controlar los
sintomas y el desarrollo de malformaciones precozmente, evitando asi

complicaciones mortales.

En el comportamiento clinico, el sintoma principal es la epistaxis, pero se
confirma la gran variabilidad de expresién de los sintomas entre pacientes con
distintas mutaciones e incluso dentro de la misma mutacion, lo que justifica la

investigacion de factores moduladores que continuamos sin conocer.

Respecto a la afectacidn orgdnica se puede predecir cada vez mdas un patrén
genotipo-fenotipo, con prevalencia de afectacién pulmonar y cerebral en la

afectacion HHT-1y hepatica y digestiva en la HHT-2.

Aunque la agregacion plaquetaria en respuesta a diferentes estimulos parece
estar alterada, podemos establecer que la hemostasia en tejidos sanos esta
preservada y disminuir asi el miedo de los facultativos frente a los procesos
quirurgicos.; sin embargo, habrd que profundizar en los estudios de Ia

hemostasia.
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