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RESUMEN: Dentro de las enfermedades raras, las enfermedades
hereditarias constituyen un grupo mayoritario que incluye las oca-
sionadas por mutaciones en un solo gen (monogénicas) o aquellas
ocasionadas por mas de un gen (poligénicas). Descubrir que un de-
terminado gen se asocia con el desarrollo de una patologia se ha
convertido en un paradigma de la investigacion biomédica actual
gue tiene enormes repercusiones en la practica clinica. Asi, el diag-
ndstico molecular, basado en la busqueda de mutaciones en los
genes asociados a una patologia, no solo se ha convertido en un
refuerzo imprescindible del diagndstico clinico, sino que frecuente-
mente aporta criterios a ese diagndstico que permiten un manejo
personalizado de los pacientes. Sin embargo, nos hemos familiariza-
do tanto con términos como genes, genoma humano o secuencia-
cion de ADN que frecuentemente olvidamos que la identificacién de
un gen como responsable de una enfermedad es a menudo solo el
punto de partida de un largo proceso cuyos objetivos fundamenta-
les son establecer los mecanismos moleculares que determinan la
patologia y el desarrollo de estrategias que la eviten o la remedien.
En este articulo revisaremos los avances recientes en dos patologias
raras, una poligénica, el sindrome hemolitico urémico atipico, y otra
monogénica, la telangiectasia hemorragica hereditaria, para ilustrar
el modelo de investigacién multidisciplinar que caracteriza a la inves-
tigacion biomédica actual y cdmo el conocimiento generado en esta
drea se ha trasladado a la practica clinica.
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endotelio; anemia; hemorragia.
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ABSTRACT: Hereditary diseases constitute a major group within
the rare diseases that includes those caused by mutations
in a single gene (monogenic) or in more than one gene
(multigenic). The discovery that a certain gene is associated
with the development of a disease has become a paradigm
of current biomedical research with huge implications in
clinical practice. Hence, molecular diagnosis based on the
search for mutations in genes associated with a disease, has
not only become essential to support the clinical diagnosis,
but often provides diagnostic criteria that allow customized
patient management. Although we have become familiar
with terms like genes, Human Genome or DNA Sequencing,
we often forget that the identification of a gene responsible
for a disease is only the starting point of a long process whose
main objectives are to establish the molecular mechanisms
underlying the pathology and the development of strategies
to prevent or cure the disease. Here, we will review recent
advances in two rare diseases, one multigenic, the atypical
hemolytic uremic syndrome, and the other one monogenic,
the hereditary hemorrhagic telangiectasia, to illustrate the
model of multidisciplinary research that characterizes current
biomedical research and how the knowledge generated in this
area has been transferred to clinical practice.
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pathology; vascular pathology; complement; endothelium;
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1. EL SINDROME HEMOLITICO UREMICO ATIiPICO
COMO MODELO DE ENFERMEDAD RARA
MULTIGENICA

El sindrome hemolitico urémico (SHU) es un tras-
torno de la microvasculatura clinicamente definido
por anemia hemolitica microangiopatica (producida
por fragmentacion de los eritrocitos) y plaqueto-
penia, que afecta preferentemente a los rifiones y
se manifiesta con hematuria, oligoanuria y fracaso
renal. El dafio al endotelio de la microvasculatura
glomerular parece ser el primer suceso en la pato-
génesis del SHU. Este dafio endotelial dispara la for-
macion de microtrombos que ocluyen las arteriolas
y los capilares renales (microangiopatia trombdtica),
causando la rotura de los eritrocitos que atraviesan
esta microvasculatura parcialmente ocluida. Tradicio-
nalmente se distinguen dos formas de SHU. La forma
mas frecuente (90% de los casos) se denomina SHU
cldsico o tipico y estd asociado a diarrea provocada
por infeccién de escherichia coli, productor de la toxi-
na shiga. En la mayoria de los pacientes el SHU tipico
es consecuencia de intoxicaciones por consumo de
alimentos contaminados por esta bacteria. Normal-
mente son casos agudos que evolucionan satisfacto-
riamente al cabo de dos o tres semanas, aunque el
10% evolucionan hacia enfermedad renal crénica y
un 25% desarrollan secuelas renales permanentes. El
trasplante renal en estos casos es una alternativa te-
rapéutica con buenos resultados (Repetto, Rodriguez
de Cérdoba, Arrizurieta, Rivas e Ibarra, 2008).

Por exclusion, a los casos de SHU que no estan
asociados con diarrea provocada por escherichia
coli (aproximadamente un 10%) se les denomina
SHU atipico (SHUa), enfermedad ultra-rara, no aso-
ciada a diarrea y de mucho peor prondstico que el
SHU tipico, con una mortalidad elevada. La mayoria
de los pacientes presentan recurrencias y mas de
un 50% desarrollan una insuficiencia renal terminal.
El trasplante renal en estos casos no es aconsejable
porque la enfermedad recidiva frecuentemente en
el injerto. Esta forma atipica de SHU tiene una inci-
dencia de aproximadamente dos casos por millén de
habitantes y afio, y una prevalencia de 1/10° nifios
en la Unién Europea (Noris y Remuzzi, 2009). La exis-
tencia de familias con multiples casos de SHUa hacia
suponer un componente genético en esta variante de
SHU que en algunos casos se habia identificado como
una deficiencia en plasma de la proteina factor H del
complemento. Sin embargo, fue un trabajo pionero
basado en un estudio GWLA (Genome-wide linkage
analysis) con tres extensas familias de SHUa el que
definitivamente establecid la asociacidén genética del
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complemento con el SHUa (Warwicker et al., 1998).
Este estudio demostrd que la herencia del SHUa en
estas tres familias estaba ligada al agrupamiento de
genes reguladores de la activacion del complemen-
to (RCA, Regulators of Complement Activation), que
codifica proteinas reguladoras del complemento en
el cromosoma 1 humano e identificé que en una de
estas familias una mutacién en el gen de factor H se
asociaba con el desarrollo de la patologia. Estos resul-
tados inmediatamente provocaron una serie de estu-
dios adicionales que han delineado la predisposicion
genética a SHUa, identificando mutaciones asociadas
a la patologia en muchos otros genes del complemen-
to y proporcionado conocimientos fundamentales so-
bre sus mecanismos patogénicos. Estos hallazgos han
cambiado la percepcion de que el SHUa era una pato-
logia relacionada con hipocomplementemia (carencia
de complemento) y han conducido a la comprensién
de que la enfermedad se inicia por el dafio endotelial
causado por el complemento como consecuencia de
su regulacion deficiente sobre las superficies celulares
(Rodriguez de Cdrdoba, Esparza Gordillo, Goicoechea
de Jorge, Lopez-Trascasa y Sanchez-Corral, 2004).

1.1. El Sistema del complemento

El complemento es un componente fundamental
de la inmunidad innata, donde juega un papel crucial
en la defensa contra infecciones, en la eliminacion de
restos apoptaticos, en el procesamiento de inmuno-
complejos y en la modulacién de la inmunidad adap-
tativa (Ricklin, Hajishengallis, Yang y Lambris, 2010).
El complemento es un complejo sistema molecular
organizado por un conjunto de proteinas en plasmay
en las superficies celulares que una vez activado fun-
ciona como un sistema de amplificacion en cascada.
Es capaz de disparar sefales de alarma ante la pre-
sencia de agentes extrafios al organismo, de discrimi-
nar componentes propios y extrafios y, mediante un
sistema de etiquetado molecular, de identificar estos
ultimos para su eliminacién por opsonofagocitosis o
su destruccion mediante lisis celular directa. El com-
plemento es un arma de doble filo que requiere una
regulacion estricta para focalizar su accién sobre la
superficie responsable de su activacién (patdgenos,
células apoptdticas o complejos inmunes) y para evi-
tar que se consuma completamente tras dicha acti-
vacion. Esto se consigue por la accidn concertada de
un conjunto de proteinas reguladoras en el plasma vy
en las superficies celulares que actuan en distintos
niveles, pero sobre todo controlando la actividad de
las enzimas responsables del circuito de amplificacion
y limitando el depdsito de la etiqueta molecular (el
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fragmento activo C3b) sobre los componentes pro-
pios. La pérdida de regulacion del complemento lleva
inevitablemente a su consumo, con la generacién de
componentes activos, y al dafio accidental de los pro-
pios tejidos. Ambas situaciones tienen consecuencias
patoldgicas. De hecho, durante estos Ultimos afios
numerosos estudios han asociado mutaciones y po-
limorfismos que alteran la funcion de las proteinas
reguladoras del complemento con un importante nu-
mero de enfermedades en las que la inflamacién cré-
nica, el dafio tisular o la susceptibilidad a infecciones
juegan un papel relevante. El SHUa se ha convertido
en el paradigma de este conjunto de enfermedades
que incluye otras enfermedades raras, como la Glo-
merulopatia C3 o la hemoglobulinuria paroxistica
nocturna (PNH), y enfermedades comunes como la
Degeneracién Macular Asociada a la Edad (DMAE), la
Nefropatia IgA (NIgA), el Lupus Eritematoso Sistémico
(LES), las infecciones por neumococo o la enfermedad
de Alzheimer (EA) (Holers, 2008).

1.2. Mecanismos patogénicos. SHUa, una lesion
causada por el complemento

El SHUa se asocia con mutaciones o polimorfismos
en los genes que codifican las proteinas regulado-
ras del complemento como factor H (CFH), proteina
cofactor de membrana (MCP), y el factor | (CFl), y
con mutaciones en los genes que codifican compo-
nentes del complemento como el factor B (CFB) y C3
(C3) (Rodriguez de Cérdoba, Subias-Hidalgo, Pinto y
Tortajada, 2014). Las mutaciones en CFH son proto-
tipicas del SHUa y constituyen la alteracion genética
mas frecuente entre estos pacientes. Representan
aproximadamente el 15% de los pacientes con SHUa
en todas las series. Las mutaciones en CFH asocia-
das con SHUa se agrupan en el extremo C-terminal
de la proteina, una regidn que es critica para que el
factor H se una a las superficies celulares y controle
la activacién local del complemento. Los portadores
de estas mutaciones en CFH expresan moléculas de
factor H que poseen actividad reguladora normal en
plasma, pero una capacidad limitada para unirse y
proteger las células de la lisis mediada por el com-
plemento. La caracterizacidn funcional de las muta-
ciones en factor H asociadas a SHUa ha establecido
que para desarrollar SHUa se requieren ambos, la
combinacién de un sistema de complemento activo
en plasma y una proteccién defectuosa de las super-
ficies celulares (Rodriguez de Cdérdoba, Tortajada,
Harris y Morgan, 2012). Posteriormente, el analisis
funcional de mutaciones en otros genes del comple-
mento ha confirmado las conclusiones generadas en
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los estudios con mutaciones en factor H (Atkinson,
Liszewski, Richards, Kavanagh y Moulton, 2005).

Entre los pacientes con SHUa hay un grupo (de 5 al
10% del total, dependiendo de las cohortes) que pre-
senta autoanticuerpos anti-factor H con consecuen-
cias similares a las de las mutaciones en factor H. Los
autoanticuerpos anti factor H asociados con SHUa van
dirigidos contra la regién C-terminal de la molécula
de factor H y bloquean especificamente la capacidad
de factor H de regular la activacion del complemento
sobre las superficies celulares. Los autoanticuerpos
anti-factor H tal vez sean la explicacidn a posteriori de
algunos casos de SHUa para los que no se ha encon-
trado un defecto genético en los genes del comple-
mento (Dragon-Durey et al., 2005).

La penetrancia de la enfermedad en los portadores
de mutaciones en genes del complemento es aproxi-
madamente del 50%, siendo habitual que en familias
en las que se han identificado mutaciones solo algu-
nos portadores desarrollen la enfermedad. Ademas,
la presentacion clinica de la enfermedad entre fami-
liares puede variar significativamente. También exis-
te una gran heterogeneidad clinica entre pacientes
no emparentados portadores de la misma mutacion.
Todo ello sugiere que deben existir factores adicio-
nales (genéticos y ambientales) que modulan el de-
sarrollo y la evolucidon de la enfermedad. Hoy en dia
se acepta que entre los factores desencadenantes
del SHUa estan las infecciones (frecuentemente del
tracto respiratorio), los farmacos inmunosupresores,
los tratamientos anticancerosos, los anticonceptivos
orales y el embarazo, entre otros. En relacién con los
factores genéticos adicionales, la presencia de muta-
ciones en mas de un gen de complemento aporta ese
factor adicional en el 7 al 10% de pacientes con SHUa.
Sin embargo, el factor genético que contribuye mas
frecuentemente al desarrollo de la enfermedad en los
portadores de mutaciones es la presencia de determi-
nados polimorfismos en los genes que codifican el fac-
tor H (CFH) y la proteina cofactor de membrana (MCP)
(Rodriguez de Cdrdoba et al., 2014). Numerosos tra-
bajos resaltan la importancia de realizar un analisis
genético completo de los pacientes para determinar
lo mas precisamente posible los factores de riesgo ge-
nético de padecer SHUa que llevan el paciente y sus
familiares, pues se ha observado que los individuos
afectos de SHUa en familias que presentan mas de un
factor de riesgo son aquellos que acumulan el mayor
numero de esos factores de riesgo.

En resumen, los estudios de laboratorio desarrolla-
dos durante estos uUltimos afios han establecido que
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el SHUa es una patologia compleja, poligénica y multi-
factorial en la que participan tanto factores genéticos
como ambientales. Los niveles disminuidos o la pér-
dida de actividad de factor H, de factor I, de MCP, la
generacion de autoanticuerpos anti-factor H o de mu-
taciones “activadoras” en factor B o C3 predisponen
a contraer SHUa porque impiden una regulacién ade-
cuada del complemento sobre las superficies celula-
res. Asi, las situaciones que disparen la activacion del
complemento en la microvasculatura no se podran
controlar de modo apropiado en el nivel del endotelio
vascular, ocasionando su destruccion y la formacién
de microtrombos que ocluirdn las arteriolas y los ca-
pilares renales. Este concepto de lesion causada por
el sistema del complemento justifica, como veremos
mas adelante, la aplicacion de estrategias inhibido-
ras del complemento en el tratamiento del SHUa. Las
proteinas del complemento factor H, factor |, factor
B y C3 son proteinas plasmaticas sintetizadas funda-
mentalmente por el higado, mientras que MCP se lo-
caliza en las superficies celulares. Estas caracteristicas
son importantes a la hora de aplicar tratamientos con
plasmay en el trasplante renal (véase mas adelante).

1.3. Relevancia de las mutaciones en la evolucién y el
tratamiento de los pacientes con SHUa

Numerosos datos apoyan la tesis de que la pre-
sentacion clinica de la enfermedad estd relacionada
con el hecho de tener o no mutaciones en genes del
complemento, y sobre todo con el gen particular que
estd mutado (Ariceta et al., 2009). Los pacientes con
mutaciones en factor H tienen una presentacién mas
agresiva y quedan con secuelas mas importantes,
mientras que los pacientes con mutaciones en MCP
son los que tienden a evolucionar mejor, aunque son
los que presentan mas recurrencias.

La infusién de plasma o los recambios plasmaticos
son las estrategias terapéuticas empleadas habitual-
mente tras la aparicion de un primer episodio de
SHUa y han permitido disminuir la mortalidad de un
50 a un 25% de los casos. Diversos grupos que tra-
bajan en SHU han publicado las pautas que se acon-
seja seguir en el tratamiento de SHUa (Ariceta et al.,
2009, Campistol et al., 2013). La infusidn de plasma
permite reemplazar los reguladores del complemen-
to con mutaciones pérdida de funcién por proteinas
funcionales, mientras que los recambios plasmaticos
son oportunos para la eliminaciéon de las proteinas
con mutaciones ganancia de funcion o de los autoan-
ticuerpos anti-factor H. En el caso de mutaciones en
MCP, los tratamientos con plasma no deberian tener
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efecto alguno. De hecho, es una observacidon genera-
lizada que la evolucion de estos pacientes no mejora
con tratamientos plasmaticos.

Antes o después, los enfermos con SHUa necesitan
un trasplante renal. En este sentido es importante
considerar también que la experiencia acumulada en
estos ultimos afios muestra que el resultado del tras-
plante esta condicionado por el gen del complemento
que estda mutado. Por ejemplo, en pacientes con mu-
taciones en factor H o en factor |, proteinas plasmati-
cas sintetizadas principalmente en el higado, la recu-
rrencia de la enfermedad en el rifidn trasplantado es
de aproximadamente el 80%. Sin embargo, en los pa-
cientes con mutaciones en MCP, el éxito del trasplante
es muy elevado, debido a que el MCP expresado en
el injerto corrige el defecto genético del paciente. En
estos pacientes la recidiva de la enfermedad en el 6r-
gano trasplantado es solo del 20%. En los trasplantes
realizados en pacientes con autoanticuerpos anti-fac-
tor-H, realizar una plasmaféresis previa al trasplante
que disminuya el titulo de autoanticuerpos parece ser
una buena opcion para evitar la recurrencia.

1.4. Inhibidores del complemento

La aplicacién de terapias basadas en la utilizacion de
inhibidores del complemento se ha demostrado eficaz
para prevenir o reducir el dafio causado por la activa-
cién del complemento. En la actualidad existen varios
inhibidores del complemento con potencial aplicacién
en SHUa, pero solo uno de ellos, el eculizumab (Soli-
ris; Alexion Pharmaceuticals), esta aprobado para el
tratamiento del SHUa. El eculizumab es un anticuer-
po monoclonal humanizado que se une a la protei-
na del complemento C5 con gran afinidad, evitando
su activacion y que el complemento proceda por la
via terminal organizando el complejo de ataque a las
membranas y dafiando las superficies celulares. En el
SHUa la desregulacidon del complemento provoca la
activacion descontrolada de C5, que ocasiona un im-
portante dafo tisular mediante la formacién del com-
plejo de ataque a la membrana. El bloqueo de la via
terminal del complemento con eculizumab reduce de
forma rapida y permanente este dafio tisular.

La eficacia y seguridad del eculizumab frente al SHUa
se demostrd inicialmente en dos estudios prospectivos
multicéntricos de fase 2 (C08-002 y C08-003; Legendre
et al., 2013). Tras 26 semanas de tratamiento, ambos
estudios mostraron una normalizacién de los pardme-
tros hematoldgicos y una ausencia de fendmenos de
microangiopatia trombdtica en la mayoria de los pa-
cientes, asi como una mejoria continuada de la funcion
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renal y una reduccion de la necesidad de didlisis en
un numero significativo de ellos. Ademas, cuanto mas
temprana fue la intervencién con eculizumab mayor
fue la mejoria de la funcidn renal. Los resultados de los
estudios de extensién a uno y tres afios demostraron
una mejoria progresiva de la respuesta hematoldgica
y de la funcién renal. Hay que sefalar que todos estos
resultados positivos con eculizumab se observaron in-
distintamente en pacientes con o sin alteraciones gené-
ticas y con anticuerpos anti-Factor H.

En general la tolerancia al eculizumab fue correcta y
satisfactoria, y Unicamente se han indicado unos pocos
eventos adversos graves relacionados con el tratamien-
to, que probablemente tengan que ver con la propia
patologia de base. Debido a su mecanismo de accidn,
el eculizumab podria incrementar el riesgo de infeccion
por gérmenes encapsulados, por lo que todos los pa-
cientes son vacunados contra neisseria (vacuna tetra-
valente) catorce dias antes de iniciar el tratamiento y
normalmente reciben profilaxis antibiotica.

Actualmente se encuentran en marcha otros dos
estudios de fase 3, multicéntricos, prospectivos y
abiertos, sobre la terapia con eculizumab en pacientes
con SHUa (C10-004 y C10-003; Fakhouri et al., 2013,
Greenbaum et al., 2013) que, a diferencia de los estu-
dios anteriores, incluyen mayoritariamente pacientes
recién diagnosticados de SHUa. Los resultados de es-
tos estudios confirman la mejoria hematoldgica y de
la funcién renal observada en los estudios iniciales, asi
como los beneficios del uso temprano de eculizumab.
El perfil de seguridad fue también similar, aunque en
uno de estos estudios se han observado dos casos de
meningitis meningocdcica (5%). Ambas infecciones se
controlaron adecuadamente y uno de los pacientes
incluso continué con el eculizumab. En otro estudio
retrospectivo de diecinueve pacientes pediatricos tra-
tados con eculizumab durante 28 semanas de media
(C09-001), en el 89% de los pacientes se normalizaron
los pardmetros hematoldgicos y en el 68% se mantu-
vieron libres de eventos de microangiopatia trombadti-
ca. La funcién renal mejoro en el 47% de los pacientes
y el 50% suspendid la hemodialisis.

1.5. Busqueda de nuevos genes asociados con SHUa

A pesar de los avances de estos ultimos afios, en
un 30 o 40% de pacientes con SHUa no se identifica
un gen responsable ni se detecta la presencia de anti-
cuerpos anti-factor H. Estos pacientes no son diferen-
tes de los que llevan mutaciones en genes del comple-
mento, por lo que es posible que lleven mutaciones
en otros genes del complemento.
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Recientemente se han identificado mutaciones en
la proteina anticoagulante trombomodulina que pre-
disponen a desarrollar SHUa porque alteran la regula-
cién del complemento en superficies celulares. Si bien
estos resultados concuerdan con la desregulacién del
complemento caracteristica del SHUa, se desconoce
si los mutantes de trombomodulina asociados con el
SHUa tienen también alterada la actividad anticoagu-
lante y, por lo tanto, si las alteraciones de esta acti-
vidad pudieran ser también relevantes en el SHUa.
En este sentido, un estudio reciente ha evaluado me-
diante secuenciacion de ADN masiva en 36 pacientes
con SHUa la presencia de mutaciones en los genes
del sistema del complemento y de la coagulacidn, en-
contrando mutaciones en genes de ambos sistemas.
Aunque estos datos sugieren una contribucién de los
genes de la coagulacién -en particular de plasmindge-
no (PLG)- en la predisposicion al SHUa, son necesarios
estudios adicionales que confirmen estas observacio-
nes (Rodriguez de Cérdoba et al., 2014).

La busqueda de nuevos genes asociados con el SHUa
se ha abordado también utilizando la secuenciacion de
exomas (Lemaire et al., 2013). Asi, se han identificado
mutaciones en homocigosis en el gen DGKE, que codifi-
ca la proteina quinasa épsilon del diacilglicerol (DGK-€)
en pacientes que tuvieron un debut muy temprano del
SHUa, normalmente durante el primer afio de vida, se-
guido de multiples recurrencias que frecuentemente
les llevaron a fracaso renal terminal en la segunda dé-
cada de la vida. Aunque las consecuencias del déficit de
DGK-€ no se han establecido todavia, una posibilidad es
gue en ausencia de DGK-g aumente la sefializacion in-
tracelular y la activacién de la proteina quinasa C en cé-
lulas endoteliales, en plaquetas y podocitos, y con ello
se genere un estado protrombdético al elevarse la sinte-
sis de proteinas como el factor von Willebrand, el inhi-
bidor 1 del activador de plasmindgeno, el factor activa-
dor de plaquetas o el factor tisular. Ademads, la pérdida
de DGK-€ podria alterar la homeostasis del podocito y
el diafragma de filtracién, lo que explicaria la elevada
proteinuria que se observa en pacientes con mutacio-
nes en DGKE. Aunque el papel del complemento en el
desarrollo de la enfermedad renal en los portadores de
mutaciones en DGKE se habia descartado inicialmente,
recientemente se han identificado pacientes con mu-
taciones en DGKE que ademas llevan mutaciones en
otros genes previamente asociados con el SHUa, como
THBD y C3 (Rodriguez de Cérdoba et al., 2014).

1.6. Retos actuales de la investigacion en SHUa

Con el desarrollo de técnicas de cribado masivo
de genes del complemento, el nUmero de variantes
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en genes del complemento asociadas con el SHUa y
otras patologias relacionadas con desregulacién del
complemento alcanza ya varios centenares. Las con-
secuencias funcionales de muchas de estas variantes
son desconocidas, lo que genera incertidumbres vy
dificulta la toma de decisiones sobre el manejo y el
tratamiento de los pacientes. Es fundamental dispo-
ner de un mapa que correlacione aspectos estruc-
turales y funcionales para cada uno de los eventos
moleculares implicados en la activacién y en la re-
gulacion del sistema del complemento, pues la com-
prensién de esta relacion estructura-funcidon permi-
tira en un futuro una interpretacién inmediata de las
consecuencias funcionales de las variantes genéticas
en los genes del complemento encontradas en los
pacientes. La caracterizacion funcional y estructural
de variantes genéticas en proteinas del complemen-
to es, ademas, una oportunidad Unica para profundi-
zar en los mecanismos moleculares implicados en la
activacién y en la regulacién del sistema del comple-
mento. Claramente en estos momentos este es un
argumento circular, pues serd a través de un cono-
cimiento profundo de los aspectos funcionales y es-
tructurales de las proteinas del complemento como
generaremos el mapa que nos permitira interpretar
en el futuro las consecuencias funcionales de las mu-
taciones que encontremos.

La ausencia de marcadores especificos robustos
gue pongan de manifiesto desregulaciéon o activa-
cion del complemento en el SHUa u otras enferme-
dades relacionadas con el complemento es una difi-
cultad que impide anticipar el debut o los episodios
de estas enfermedades. Los niveles de C3 en plasma
tienen un significado prondstico limitado y la iden-
tificacion de fragmentos activados de proteinas del
complemento plantea todavia dificultades técnicas.
De hecho, la mayoria de los pacientes con SHUa no
presentan alteraciones del complemento en plasma
que sugieran una desregulacion del complemen-
to. Del mismo modo, el valor de estos marcadores
para evaluar la eficacia de los tratamientos anticom-
plemento o la remisién de la enfermedad es muy
limitado. Creemos que es necesario desarrollar mar-
cadores bioldgicos que se fundamenten en los meca-
nismos patogénicos especificos de cada enfermedad.
En este sentido, dado que SHUa es una enfermedad
caracterizada por una desregulacion especifica sobre
las superficies celulares, parece oportuno desarro-
Ilar ensayos especificos que evallen esta situacidn y
valoren la desregulacién y la activaciéon del comple-
mento simulando las condiciones fisioldgicas en las
que se desarrolla la enfermedad.
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1.7. Conclusiones

Hemos resumido los avances que han permitido des-
cifrar los mecanismos patogénicos del SHUa a través de
la caracterizacién funcional de variantes genéticas del
complemento. Estos avances y la generaciéon de mo-
delos animales apropiados han facilitado el desarrollo
de terapias para el tratamiento del SHUa basadas en la
utilizacidn de inhibidores del complemento, que estan
cambiando la historia natural de la enfermedad. Del
mismo modo, es cada vez mas evidente que un conoci-
miento individualizado de los factores genéticos de ries-
go de desarrollar SHUa facilita el manejo personalizado
de los pacientes. El conocimiento de los factores gené-
ticos de predisposicion de los pacientes y el desarrollo
de biomarcadores que permitan un seguimiento de la
patologia seran imprescindibles en el disefio de ensayos
clinicos apropiados que determinen la eficacia de futu-
ras terapias. Estos son retos importantes que de nuevo
requieren un enfoque multidisciplinar y la implementa-
cién de una evaluacién de rutina entre la investigacion
clinica y la basica. En esta interaccion, el conocimiento
basico en complemento contribuird a comprender las
mutaciones asociadas a la enfermedad y a desentrafiar
los mecanismos patogénicos, y a su vez la investigacion
clinica, a través de la identificacion de nuevas variantes
genéticas patogénicas y de la explotacion de registros
de pacientes, ayudara a los estudios basicos, facilitando
en su conjunto la explotacion del conocimiento genera-
do en los entornos clinico, basico e industrial.

2. LA TELANGIECTASIA HEMORRAGICA HEREDITARIA
COMO MODELO DE ENFERMEDAD RARA
MONOGENICA

La telangiectasia hemorragica hereditaria (HHT) o
Sindrome de Rendu-Osler-Weber es una enfermedad
hereditaria autosdmica dominante. Existen al menos
cuatro genes diferentes mutados en la HHT, a saber,
ENG, ACVRL1, GDF2 y MADH4, que codifican para las
proteinas endoglina (ENG), el receptor de activina ALK1
con actividad serina-treonina quinasa (ACVRL1), la pro-
teina morfogenética del hueso BMP9 (GDF2) y Smad4
(MADH4), respectivamente. Estas proteinas estan im-
plicadas en la via de sefializacion de la superfamilia del
factor de crecimiento transformante (TGF)-B en las cé-
lulas endoteliales vasculares. Las mutaciones en ENG
(HHT1) y ACVRL1 (HHT2) representan mas del 90% de
todas las mutaciones de la HHT. En este apartado re-
visaremos las manifestaciones clinicas, la genética, las
bases moleculares y celulares subyacentes, los mode-
los animales y los enfoques terapéuticos de la HHT que
han sido estudiados en los ultimos afios.
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2.1. Manifestaciones clinicas de la HHT

La HHT es una enfermedad vascular asociada con
sangrados nasales (epistaxias), telangiectasias, he-
morragias gastrointestinales y malformaciones arte-
riovenosas (MAV) en pulmédn, higado y cerebro. Las
telangiectasias se visualizan como pequefias manchas
rojas en la piel, en la cavidad bucal, en la punta de los
dedos y en la nariz. Estas pequefias lesiones vascula-
res aparecen como dilataciones focales en las vénulas
post-capilares que se agrandan posteriormente, co-
nectandose con las arteriolas dilatadas y dando lugar
a la pérdida del lecho capilar. Por otra parte, las MAV
se generan a partir de pequefias lesiones vasculares
mediante un proceso progresivo de remodelado vas-
cular. La prevalencia de la HHT es de alrededor de 1-2
en 10.000, segun varias revisiones (Abdalla y Letarte,
2006; Shovlin et al., 2000). La enfermedad esta inclui-
da en la base de datos de Herencia Mendeliana en el
Hombre (Mendelian Inheritance in Man, MIM), cuyo
editor es el doctor Victor A. McKusick (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/omim). El diagnéstico se basa en cri-
terios clinicos, conocidos como los criterios de Curagao
(Shovlin et al., 2000). Asi, una persona es considerada
como un paciente de HHT si cumple al menos tres de
los cuatro criterios siguientes: i) epistaxias espontaneas
y recurrentes; ii) multiples telangiectasias en lugares
caracteristicos (labios, cavidad oral, dedos, nariz); iii)
lesiones viscerales en érganos internos (telangiecta-
sias gastrointestinales, MAV pulmonares, hepaticas,
cerebrales o espinales; o iv) un familiar de primer gra-
do con HHT. La enfermedad HHT no es aparente en el
nacimiento, sino que evoluciona con la edad en un pa-
tréon fenotipico reconocible. La penetrancia de la enfer-
medad aumenta con la edad y en torno a los 45 afos
es aproximadamente del 90%. Hombres y mujeres se
ven afectados por igual y cada uno puede transmitir la
enfermedad a aproximadamente la mitad de sus hijos,
en consonancia con el desarrollo de la enfermedad en
los individuos heterocigotos para una mutacién en un
gen HHT. Varios estudios de investigacion en nifios con
dos progenitores afectados sugieren fuertemente la
letalidad in utero de los individuos homocigotos. Dado
que los pacientes pueden tener MAV en el pulmdény en
el cerebro mucho antes de que aparezcan los sintomas
mas evidentes, como son la aparicion de epistaxias y
telangiectasias, el establecimiento de un diagndstico
molecular temprano es necesario. Estas malformacio-
nes pueden dar lugar a complicaciones, como el ictus
cerebral, el infarto cerebral, los abscesos cerebrales, la
hemoptisis masiva y la pardlisis. Existen guias clinicas
internacionales para el diagndstico y tratamiento de la
HHT (Shovlin et al., 2000; Faughnan et al., 2011).
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2.2. Genética de la HHT

La HHT es una enfermedad autondémica dominan-
te. Existen cuatro genes cuyas variantes patdgenicas
pueden causar la HHT. El primer gen identificado fue
endoglina (ENG), que se localiza en el cromosoma 9y
afecta a un porcentaje del 39 al 59% de la poblacién
total afectada por HHT. A continuacidn, fue descrito el
gen ACVRL1 (también conocido como ALK1) que estd
en el cromosoma 12 y que es responsable de entre
el 25 y el 57% de los casos de HHT. Hasta la fecha,
se han descrito mas de 600 mutaciones patogénicas
diferentes en ENG y ACVRL1. Las mutaciones en ENG
y ACVRL1 dan lugar a los subtipos de la enfermedad,
HHT1 y HHT2 respectivamente, y es de resaltar que
los pacientes de HHT1 y de HHT2 constituyen mas del
90% de la poblacién total de pacientes de HHT. En al-
rededor del 2% de la poblacién total HHT, el origen de
la enfermedad es una mutacién en el gen MADH4 que
da lugar al sindrome combinado de poliposis juvenil
(JP) y HHT (JPHT), aunque se ha encontrado un sola-
pamiento de espectros en las mutaciones de MADH4
en JP y JPHT. Se ha descrito que ciertas mutaciones
en el gen GDF2 dan lugar al fenotipo HHT5, aunque la
poblacidn afectada es minoritaria, ya que representa
menos del <1% de la poblacién total HHT (Wooder-
chak-Donahue et al., 2013). Ademas de los genes HHT
conocidos, dos loci adicionales se han descrito en el
cromosoma 5 y en el cromosoma 7, pero sus genes
responsables no han sido todavia identificados. Existe
una base de datos con las mutaciones descritas hasta
ahora en los genes HHT (http://arup.utah.edu/data-
base/HHT/). La deteccion de las mutaciones patogéni-
cas concretas en los genes HHT es considerada como
un diagndstico molecular muy util, dado que puede
servir para identificar a posibles familiares afectados,
aunque en ellos no se haya manifestado una evidente
sintomatologia. Este diagndstico molecular es espe-
cialmente relevante en los nifios, debido a que la apa-
ricién de los sintomas tiene lugar generalmente en la
edad adulta, y util también para el diagndstico genéti-
co preimplantacional cuando se pretende seleccionar
un embrién libre de la mutacidn patogénica del gen
HHT (Abdalla y Letarte, 2006).

2.3. Correlaciones genotipo-fenotipo

Todas las caracteristicas clasicas de la HHT se pueden
ver en los distintos subtipos, en especial en la HHT1
y en la HHT2, pero la prevalencia de anomalias vas-
culares especificas varia segun el genotipo. Las MAV
pulmonares son mdas comunes en la HHT1 que en la
HHT2, aunque en el numero relativamente pequefio
de pacientes JP-HT descrito hasta ahora la prevalencia
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de las MAV pulmonares puede ser todavia mayor. Los
pacientes HHT1 también son mas comiunmente afec-
tados por las MAV cerebrales y por un cortocircuito
(shunting) intrapulmonar microscoépico. En una cohor-
te de pacientes de HHT, la ecocardiografia de contras-
te positivo, que refleja el cortocircuito intrapulmonar,
se encontro en el 85% de los pacientes de HHT1 y en
el 35% de los pacientes de HHT2, en comparacién con
el 7% de una poblacién de control. En cuanto a las
MAV hepaticas y a la enfermedad grave asociada, los
pacientes de HHT2 son los que tienen una mayor pre-
valencia. El estudio de una serie de pacientes sugiere
que los de HHT2 pueden tener mas MAV pancredticas
y desarrollar mas temprano las telangiectasias de piel
que los de HHT1. Algunas caracteristicas de la HHT
descritas y no incluidas en los criterios de Curagao
(Shovlin et al., 2000), demuestran fuertes correlacio-
nes genotipo-fenotipo. Asi, por ejemplo, la poliposis
juvenil (JP) se produce en pacientes con mutaciones
MADH4 y parece ser indistinguible de la JP causa-
da por mutaciones en el gen BMPRIA. En el hombre
(pero no en ratén) la hipertension arterial pulmonar
se produce predominantemente en los pacientes de
HHT2, y puede tener un prondstico peor que cuando
se debe a mutaciones en el gen BMPR2. Los pacientes
de HHT2 también estan en mayor riesgo de hiperten-
sién pulmonar post-capilar asociada con MAV hepati-
cas. Hasta ahora, no hay evidencias que sugieran que
las mutaciones especificas dentro de un gen de la HHT
particular confieran diferentes fenotipos relacionados
con la HHT (Shovlin et al., 2000).

2.4. Estudios traslacionales sobre la HHT

Durante las ultimas dos décadas, se han realizado
grandes avances sobre el conocimiento de los genes
ENG y ACVRL1 y de las proteinas codificadas por ellos,
tanto mediante experimentos in vivo como in vitro.
Estos estudios han permitido concluir que la haploin-
suficiencia es la causa de la patogenicidad en las mu-
taciones de ENG (HHT1) y ACVRL1 (HHT2) en los dos
subtipos mayoritarios de la HHT. Este mecanismo de
haploinsuficiencia postula que existe una deficiente
expresion o funcidn de las proteinas que codifican los
genes de la HHT en el alelo mutado y que esta defi-
ciencia es la causa de la sintomatologia de la enferme-
dad (Abdalla y Letarte, 2006).

2.4.1. Modelos animales de la HHT

Nuestra comprension de por qué las mutaciones de
los genes de la enfermedad conducen a la patologia
vascular ha avanzado considerablemente gracias a la
generacion de modelos animales de la HHT. Los rato-
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nes homocigéticos nulos para ENG y ACVRL1 mueren
entre los dias 10.5-11.5 después de la gestacidn, de-
bido a graves defectos cardiacos y vasculares, lo que
demuestra el importante papel que juegan estos dos
genes durante el desarrollo embrionario. Esta falta de
viabilidad explicaria la ausencia de pacientes homoci-
gobticos para los genes de la HHT. Por el contrario, los
ratones heterocigotos para ENG y ACVRL1 son viables
y de alguna forma mimetizan la haploinsuficiencia de
estos genes en los pacientes de HHT. De hecho, estos
ratones heterocigotos muestran la sintomatologia ca-
racteristica de la HHT, incluyendo hemorragias nasa-
les, telangiectasias, vasos dilatados y MAV en pulman,
higado y cerebro. Algunos datos sugieren que las mu-
taciones de la HHT pueden ser perjudiciales durante
algunas formas de angiogénesis, con efectos especifi-
cos sobre la estabilidad de los brotes vasculares recién
formados. El proceso fisioldgico de la angiogénesis
conlleva la formacién de nuevos vasos sanguineos de-
rivados de otros vasos preexistentes y esta presente
en el desarrollo embrionario, en el crecimiento del or-
ganismo, asi como en la cicatrizacién de heridas. Du-
rante la angiogénesis existen breves periodos de acti-
vacion de células endoteliales, donde la proliferacion
y la migracion estan coordinadas con un reclutamien-
to controlado de las células murales circundantes (pe-
ricitos o células de musculo liso), la remodelacién pro-
teolitica de la membrana basal y la matriz extracelular
y la expresion de factores de supervivencia de células
endoteliales. Asi, ciertos factores proangiogénicos ta-
les como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) regulan diferencialmente las subpoblaciones
de células endoteliales en el brote angiogénico, con-
trolando independientemente la migracién endotelial
en células especializadas de punta (tip cells) y la pro-
liferacion en el tallo. Curiosamente, se ha encontrado
que endoglina es prescindible para la vasculogénesis
(formacién de vasos de novo), pero es necesaria para
la angiogénesis vascular inducida por VEGF. Las célu-
las murales son después reclutadas para estabilizar los
vasos sanguineos nacientes, donde existe una fuerte
implicacién del factor de crecimiento transformante-
beta (sistema TGF-B) en este proceso de estabilizacion
del vaso. Aunque estos animales heterocigotos mi-
metizan los sintomas de la enfermedad en humanos,
existe una gran variabilidad en su fenotipo HHT que
depende en gran medida del fondo genético de cada
ratén. De forma similar, en humanos la sintomatologia
de la enfermedad varia incluso entre los distintos indi-
viduos afectados dentro de una misma familia, lo que
sugiere que, ademas de la mutacidn concreta, existen
otros factores genéticos o ambientales que pueden
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modular los sintomas de la HHT. En este sentido, es
de resaltar que las lesiones vasculares en la HHT son
muy localizadas, y que incluso dentro del lecho vascu-
lar afectado la gran mayoria de los vasos parece de-
sarrollarse y funcionar normalmente. Este hecho ha
llevado a algunos autores a postular que se requiere
la perturbacién de alguna funcion de las proteinas co-
dificadas por los genes de la HHT (endoglina, ALK1,
Smad4, BMP9), lo que en un contexto HHT de haploin-
suficiencia de dichos genes daria lugar a la malforma-
cién vascular. Se ha sugerido que ciertos estimulos
como la cicatrizacion de heridas, la angiogénesis, la
inflamacion, o la infeccion podrian ser algunos de los
detonantes adicionales que darian lugar a la lesién
vascular. Los modelos de ratones heterocigotos para
ENG y ACVRL1 desarrollan con expresividad varia-
ble caracteristicas especificas de la HHT, incluyendo
sangrados nasales, telangiectasias, vasos dilatados y
MAV. Por tanto, estos ratones representan el modelo
animal mas similar a la HHT humana. También se han
generado ratones donde se ha suprimido la expresion
de los genes de la HHT especificamente en células
endoteliales, asi como ratones que llevan alelos LoxP
nocaut (knockout) condicionales para ENG y ACVRL1,
dando lugar a modelos en los que las malformaciones
vasculares aparecen de una forma mas constante y
predecible que en los ratones heterocigotos. La dis-
ponibilidad de todos estos modelos se presenta como
una herramienta muy util para testar nuevos medica-
mentos y para investigar las bases patogénicas de la
HHT (Bourdeau, Dumont y Letarte, 1999; Jerkic et al.,
2006; Lopez-Novoa y Bernabéu, 2010; Mahmoud, Up-
ton y Arthur, 2011; Srinivasan et al., 2003).

2.4.2. Bases moleculares y celulares

Puesto que el mecanismo patogénico de la HHT es la
haploinsuficiencia, se han llevado a cabo diversos estu-
dios para conocer en profundidad la estructura, la fun-
cién y los mecanismos reguladores de la expresion de
las proteinas de la HHT con objeto de encontrar vias te-
rapéuticas para contrarrestar dicha haploinsuficiencia.

La endoglina es una glicoproteina de membrana
que se expresa como un homodimero de 180 kDa
unido por puentes disulfuro. Contiene un gran domi-
nio extracelular de 561 aminodcidos, altamente gli-
cosilados, principalmente en residuos de asparagina.
Estructuralmente, la endoglina pertenece a la familia
de proteinas de zona peltcida (ZP) que comparten un
dominio ZP de ~260 residuos de aminoacidos en su re-
gion extracelular. La estructura tridimensional del do-
minio extracelular de endoglina a 25A de resolucién
ha sido dilucidada utilizando microscopia electronica.
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La endoglina esta dispuesta como una cupula hecha
de mondmeros orientados de forma antiparalela que
encierran una cavidad en un extremo. Cada subuni-
dad comprende tres regiones bien definidas, dos de
ellas correspondientes al dominio ZP. Este dominio ZP
contiene un péptido RGD (Arginina-Glicina-Aspartico)
gue es un sitio consenso de reconocimiento celular
presente en numerosas proteinas adhesivas de la ma-
triz extracelular. La tercera region no muestra ninguna
homologia significativa con otras familias de proteinas
/ dominios y por lo tanto ha sido denominada como el
dominio huérfano. La regién transmembrana, abarca
25 residuos hidrofébicos y se encuentra entre el ec-
todominio y la regidn citosdlica. Se conocen dos iso-
formas diferentes de endoglina generadas mediante
procesamiento alternativo del mRNA, la forma larga,
(L)-endoglina, que es la predominante, y la forma
corta, (S)-endoglina, que es minoritaria; ambas se ex-
presan en tejidos humanos y de ratén. En humanos,
las proteinas S-endoglina y L-endoglina varian entre
si en sus colas citoplasmaticas que contienen 14 y
47 aminodcidos, respectivamente. Ambas isoformas
de endoglina estan constitutivamente fosforiladas y
pueden ser dianas de serina/treonina quinasas, in-
cluyendo los receptores de TGF-B tipo | (ALK1, ALK2 y
ALK5) y tipo Il. El dominio citoplasmico de L-endoglina
contiene un motivo consenso PDZ (Serina-Serina-Me-
tionina-Alanina) en el extremo carboxilo que media
la interaccion con varias proteinas que contienen el
dominio de unién a PDZ.

ALK1 es una proteina transmembrana de aproxima-
damente 55 kDa con un ectodominio glicosilado de 97
aminodacidos que lleva una pequefia secuencia rica en
cisteinas, la cual probablemente confiere la conforma-
cién estructural apropiada para capturar el ligando. La
region citopldsmica de 362 aminoacidos de ALK1 con-
tiene: (i) un dominio GS, una secuencia conservada de
30 aminodcidos rica en glicina/serina e implicada en
la regulacién de la activacién de los receptores; y (ii)
un dominio de serina/treonina quinasa. La fosforila-
cién de los residuos de serina/treonina de ALK1 en el
dominio GS por el receptor de tipo Il (TBRII) conduce
a un cambio conformacional en ALK1 que permite la
fosforilacién de las moléculas de sefalizacién Smadl,
Smad5 o Smad8. La estructura del dominio citosdlico
de ALK1 contiene el bucle L45, una pequeia region
que interactia con Smads, confiriendo la especifici-
dad de sefalizacion entre los diferentes receptores de
TGF-B tipo I. Ademas, la region citosdlica de ALK1 con-
tiene un motivo de consenso para la interaccion con
el dominio de andamiaje de la caveolina-1, una im-
portante proteina componente de caveolas. La mayo-
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ria de las mutaciones de ALK1 en pacientes de HHT2
implican el dominio citoplasmico, en contraposicién a
los de HHT1, donde las mutaciones de endoglina se
localizan en el dominio extracelular.

La proteina Smad4, mutada en JP-HT, es un factor
de transcripcion de ~60 kDa que se transloca entre
el nucleo y el citoplasma en respuesta a las sefiales
del TGF-B. Pertenece a la familia de proteinas Smad
y contiene dominios MH1 y MH2. La proteina BMP9,
mutada en HHTS5, es un factor soluble presente en la
sangre, cuya forma activa tiene ~24 kDa y es miembro
de la familia de proteinas morfogenéticas del hueso
(BMP) y de la superfamilia del TGF-B (Lépez-Novoa y
Bernabéu, 2010; Llorca, Trujillo, Blanco y Bernabeu,
2007; Mahmoud et al., 2011; Wooderchak-Donahue
et al, 2013).

2.4.3. Regulacion de la expresion de los genes en la HHT

Una forma de contrarrestar el mecanismo de ha-
ploinsuficiencia podria ser aumentar la expresion del
alelo normal del gen afectado en la HHT. Esta atractiva
hipdtesis ha conducido a un detallado estudio de los
estimulos y mecanismos que regulan la expresion de
los genes en la HHT. Tanto la endoglina como ALK1 son
proteinas de membrana que se expresan en células
endoteliales, las cuales constituyen la diana celular
principal en la HHT. La expresién de endoglina se en-
cuentra aumentada en aquellos sitios donde hay una
proliferacién activa de células endoteliales asociada
con neoangiogénesis, como en tejidos inflamados o
infectados, en procesos de cicatrizacion de heridas,
piel psoriasica, artritis sinovial, lesiéon vascular y va-
sos tumorales. De forma similar, una mayor expresion
endotelial de ALK1 también se ha descrito en tejidos
altamente vascularizados, incluyendo el pulmédn, la
placenta y el corazdn, asi como en las lesiones vascu-
lares. Hay una variedad de estimulos responsable del
aumento de la expresidn de estos genes en la HHT en
los vasos activados, incluyendo la hipoxia, el dafio ar-
terial y las citoquinas relacionadas. La caracterizacion
de la region promotora de los genes ENG y ACVRL1
ha demostrado que no tienen caja TATA o CAAT, sino
multiples regiones ricas en Guanina-Citosina (CG) que
reclutan el factor de transcripcién Sp1 para regular su
transcripcion basal. Por otra parte, el estado de meti-
lacién de las islas CpG también modula la actividad de
la regidon promotora de ambos genes. Se han descrito
diversos factores de transcripcion que regulan la ex-
presion de estos genes en respuesta a diversos esti-
mulos como la hipoxia (HIF-1a), TGF-B (Smad) o dafio
vascular (KLF6). La expresion de endoglina también
esta regulada positivamente por los oxisteroles (pro-

ARBOR Vol. 194-789, julio-septiembre 2018, a468. ISSN-L: 0210-1963

ductos de la oxidacién del colesterol), activando el re-
ceptor nuclear LXR, el cual se une a un elemento de
respuesta en el promotor de ENG. Por el contrario, el
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), probablemente
a través del factor de transcripcién NFkB, disminuye
los niveles de endoglina en células endoteliales.

Muchos de los estimulos descritos como regulado-
res de la expresion de los genes en la HHT (angiogéne-
sis, dafio vascular, isquemia, inflamacion, citoquinas,
etc.) también se han postulado como posibles agen-
tes desencadenantes de la lesién vascular de forma
sinérgica con la haploinsuficiencia de los genes HHT.
De hecho, la necesidad de un estimulo desencadenan-
te para la generacion de las MAV se ha demostrado
usando un ratén inducible nocaut para la endoglina,
donde se ha combinado un estimulo angiogénico con
la supresion de endoglina. Esta podria ser la razén
por la que en pacientes de HHT las lesiones vascula-
res solo aparecen en sitios concretos dentro de cier-
tos drganos, en lugar de estar presentes en todo el
cuerpo y en todos los 6rganos o tejidos (Botella et al.,
2002; Lopez-Novoa y Bernabéu, 2010; Mahmoud et
al., 2011; Shovlin, 2010).

2.4.4. Funcion de las proteinas codificadas por los
genes de HHT. La via del TGF-8

Los cuatro genes mutados identificados en la HHT
(ACVRL1, ENG, MADH4 y GDF2) codifican para protei-
nas implicadas en la via de sefializacion de TGF-B. Asi:
i) ALK1 es un receptor serina/treonina quinasa tipo |;
ii) la endoglina es un co-receptor auxiliar sin actividad
catalitica; iii) BMP9 es un miembro de la superfamilia
del TGF-B y ademads es un ligando soluble de ALK1 y
endoglina; y iv) Smad4 es un factor de transcripcion
que media la sefalizacion aguas abajo de los recep-
tores tipo | de TGF-B. La contribucién de cada uno de
estos componentes en la via de sefializacion ha sido
elucidada. Asi, en la membrana celular, la endoglina
forma un complejo de proteinas con los receptores de
TGF-B tipos | y Il al que se une el ligando BMP9. Esta
unién desencadena una sefalizacion intracelular de-
pendiente del complejo de proteinas Smad que con-
tiene Smad4. Una vez en el nucleo, el complejo de los
factores de transcripcion Smad regula la expresion de
multiples genes que estan implicados en procesos de
la biologia vascular, como la angiogenesis, el remode-
lado vascular o la proliferacion de células endotelia-
les. Asi, por ejemplo, se ha demostrado que la endo-
glina modula el tono vascular al regular los niveles y
la actividad de la sintetasa endotelial de dxido nitrico
(eNOS) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2), siendo estos dos
enzimas claves en el control de las respuestas a la va-
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sodilatacion. Curiosamente, se ha demostrado que la
expresion de la isoforma S-endoglina esta aumenta-
da durante el proceso de senescencia de las células
endoteliales y durante el envejecimiento de mode-
los animales. Puesto que en la via de sefializacién de
TGF-B, S-endoglina ejerce un papel antagonista al de
la isoforma mayoritaria L-endoglina, estos datos su-
gieren que S-endoglina podria contribuir al aumento
de los sintomas de HHT con la edad.

Debido a la expresién predominante de endoglina
en células endoteliales, es tentador especular que la
pérdida de la funcion de la endoglina del alelo mutan-
te en este tipo de células es la causa de las lesiones
vasculares en la HHT. Una funcién descrita para la en-
doglina es su papel protector contra la apoptosis en
células endoteliales sometidas a hipoxia y tratamiento
con TGF-B1. En este contexto, la haploinsuficiencia de
endoglina en la HHT puede conducir a una apoptosis
masiva en las células endoteliales capilares donde se
requiere la funcién de la endoglina para su supervi-
vencia. Como consecuencia de la apoptosis de estas
células, la red capilar desapareceria gradualmente y
solo un vaso preferencial seria el que eventualmente
se convertiria en el cortocircuito arterio-venoso.

Se ha descrito que la endoglina también modula
funciones celulares de una forma independiente de
TGF-B. Por ejemplo, la endoglina regula el citoesque-
leto de actina a través de la interaccidn de su dominio
citoplasmico con miembros de la familia de proteinas
LIM, como zixina y ZRP-1. Asi, las células endotelia-
les de pacientes de HHT muestran una morfologia
anormal con una deficiente organizacién de su citoes-
queleto debida a la desorganizacion de las fibras de
actina. La organizacién de la red capilar durante la
angiogénesis depende de la estructura de las células
endoteliales, de modo que en la vasculatura de los
pacientes de HHT, un citoesqueleto desorganizado fa-
cilitaria la rotura del endotelio con los cambios en las
fuerzas de cizalladura y la presion arterial. Esto podria
conducir a hemorragias de los vasos y a la eventual
desaparicion de la red capilar, como ocurre en la HHT.

Se ha publicado que en la célula endotelial la se-
cuencia RGD del dominio extracelular de endoglina
sirve de sitio de reconocimiento para las integrinas,
que son receptores de adhesion presentes en los
leucocitos. Este proceso es estimulado por sefiales
inflamatorias y facilita el trafico leucocitario a través
del endotelio. La inflamacién se ha descrito como un
agente desencadenante de las lesiones vasculares en
la HHT y se sabe que la infiltracién leucocitaria es un
proceso asociado necesario para la reparacion y re-
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modelado vascular. Por tanto, estos datos apoyan la
hipdtesis de que la funcidn de la endoglina en la ad-
hesidn celular es critica para el desarrollo de las lesio-
nes vasculares en la HHT (Lastres et al., 1996; Lopez-
Novoa y Bernabéu, 2010; Mahmoud et al., 2011; Rossi
etal., 2013).

2.5. Aproximaciones terapéuticas en HHT

Lamentablemente, hasta ahora no hay ninguna cura
para la HHT y los tratamientos existentes son mera-
mente paliativos. Por otra parte, aunque se conocen
bien los genes responsables, la terapia génica no es
una opcidn viable todavia. A continuacion, se comen-
tan algunos de los hallazgos clinicos, criterios diagnos-
ticos y tratamientos paliativos mas representativos.

2.5.1. Malformaciones arteriovenosas pulmonares

Las MAV pulmonares suelen ser multiples y se lo-
calizan fundamentalmente en los l6bulos inferiores.
Las principales complicaciones clinicas son: i) exis-
tencia de un cortocircuito entre sangre oxigenada y
no oxigenada a nivel pulmonar, lo que conlleva a una
deficiente oxigenacion y la aparicién de disnea, cia-
nosis, y policitemia; ii) embolismos, sobre todo en la
circulacién cerebral con la produccion de abscesos
y accidentes isquémicos cerebrales; vy iii) hemoptisis
(sangrado pulmonar) por rotura de las MAV pulmona-
res. Entre las pruebas para el diagndstico se emplean
la radiografia de térax, la gasometria, el ecocardio-
grama transtordcico con contraste y la angiografia. El
tratamiento de eleccidn es la embolizacion, que debe
realizarse en todas las malformaciones mayores de 3
mm. Pueden utilizarse espirales o balones inflables.
Esta técnica consigue oclusiones en un porcentaje del
90 al 100% de los casos, pudiendo volver a aparecer la
lesidn por recanalizacidn con el paso del tiempo. Dado
el riesgo aumentado de abscesos cerebrales en estos
pacientes, debe realizarse profilaxis antibidtica antes
de intervenciones dentales o quirdrgicas (Shovlin,
2010; Lacombe et al., 2013).

2.5.2. Malformaciones vasculares hepdticas

Los pacientes con estas malformaciones suelen ser
asintomaticos sin mostrar alteraciones en los marca-
dores de la funcion hepatica. No obstante, pueden
existir graves complicaciones clinicas cuando el pa-
ciente presenta: i) insuficiencia cardiaca de alto gas-
to, provocada por los cortocircuitos arteriovenosos;
ii) hipertension portal; vy iii) disfuncion de la vesicu-
la biliar. La ecografia abdominal con doppler se ha
usado como prueba diagndstica, pero en los ultimos
anos en su lugar se usa el TAC helicoidal debido a su
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mayor sensibilidad. Para su tratamiento se ha utili-
zado la embolizacién o la ligadura de la arteria he-
patica, pero la mejoria clinica dura poco tiempo y en
algunos casos hay muerte por fallo hepatico agudo.
Por este motivo esta técnica ha sido desaconsejada.
Por ahora el trasplante hepatico es la mejor opcion
terapéutica para los pacientes sintomaticos, aunque
no esta exenta de riesgos. En un estudio preliminar
se ha administrado de forma sistémica el anti-angio-
génico bevacizumab (anti-VEGF) a pacientes de HHT
con graves malformaciones vasculares hepaticas,
siendo los resultados esperanzadores (Dupuis-Girod
et al., 2012; Shovlin, 2010).

2.5.3. Hemorragias nasales

Los sangrados nasales (epistaxias) recurrentes de
telangiectasias presentes en la mucosa nasal son la
manifestacién clinica mas comun en la HHT. Mientras
que algunos pacientes presentan epistaxias ocasiona-
les, otros tienen sangrados nasales diarios que pue-
den ir asociados con anemia. Muchos pacientes solo
requieren suplementos orales de hierro, mientras
otros necesitan transfusiones y un tratamiento nasal
de emergencia. Se han descrito diversos tratamientos
topicos, sistémicos y quirdrgicos, aunque cada uno
tiene una eficacia variable en cada paciente. Entre las
propuestas farmacoldgicas, se han usado antifibrino-
liticos, derivados de estrégenos, anti-angiogénicos,
agentes inmunosupresores y antioxidantes. La efica-
cia de los agentes antifibrinoliticos, épsilon aminoca-
proico y acido tranexamico se basa en la inhibicidn de
la actividad fibrinolitica, mediante su unién al centro
activo de la plasmina en los tejidos, lo que conduce
a la estabilizacion del codgulo. El acido tranexamico
esta indicado en hemorragias graves con hiperfibrino-
lisis, como es el caso de la HHT, y algunos estudios han
descrito una disminucién en la intensidad y en la fre-
cuencia de hemorragias nasales después de la prime-
ra semana de tratamiento y una mejora en la anemia
asociada de pacientes de HHT sin efectos secundarios
de trombosis. Sin embargo, el dcido tranexamico esta
contraindicado en pacientes propensos a sufrir trom-
bosis por los riesgos de enfermedad tromboembdlica
venosa. En la terapia hormonal, el uso de estradiol /
noretindrona para los sangrados basales y gastroin-
testinales de la HHT ha mostrado un grado variable de
eficacia dependiendo del paciente. El raloxifeno, otro
modulador del receptor de estrégeno (SERM) similar
al tamoxifeno, se ha probado con éxito en una vein-
tena de mujeres posmenopausicas con HHT. El raloxi-
feno, un SERM de segunda generacion, presenta un
perfil clinico mejorado frente al del tamoxifeno, y se
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utiliza actualmente para el tratamiento y prevencidn
de la osteoporosis post-menopausica. Las pacientes
de HHT con osteoporosis y tratadas con raloxifeno
mostraron una clara disminucion en la frecuenciay en
la cantidad de epistaxias. Ciertos experimentos celula-
res in vitro sugieren que el mecanismo de accion mo-
lecular del raloxifeno y del 4cido tranexamico se debe
a que aumentan los niveles de expresién de los genes
ENG y ACVRL1, lo que podria contrarrestar la haploin-
suficiencia de estos genes en los pacientes de HHT. Los
estudios del raloxifeno se llevaron a cabo en la Unidad
de HHT espafiola del Hospital de Sierrallana (Canta-
bria) en colaboraciéon con el Centro de Investigaciones
Bioldgicas de Madrid, y han servido para obtener la
primera denominacién de un medicamento huérfano
para la HHT que la European Medicines Agency (EMA)
y la Food and Drug Administration (FDA) americana
han otorgado en todo el mundo.

Para el tratamiento de los sangrados en la HHT tam-
bién se han usado recientemente medicamentos an-
tiangiogénicos como el bevacizumab y la talidomida.
El bevacizumab es un anticuerpo humanizado recom-
binante contra VEGF que interfiere en el proceso de
angiogénesis y que ha mostrado resultados favorables
en el tratamiento de las malformaciones hepaticas en
la HHT. Sin embargo, debido a sus efectos secundarios
han surgido algunas criticas respecto a su administra-
cién sistémica. Actualmente existen varios estudios
en marcha usando administracion topica en las fosas
nasales para reducir complicaciones. La talidomida
surgié como una posible terapia antiangiogénica con
varios estudios clinicos en cancer. Tal como con el be-
vacizumab, una observacién casual en un paciente
de HHT sometido a tratamiento con talidomida para
el cancer condujo a algunos trabajos que indican un
potencial uso beneficioso en la HHT. Algunos estudios
mecanisticos indican que la talidomida estimula el re-
clutamiento de células murales, mediante el aumento
de los niveles del factor PDGF-B en la célula endo-
telial, facilitando asi el reclutamiento de las células
murales llamadas pericitos (que expresan el receptor
PDGFR-B), asi como el aumento de la proliferacion de
pericitos. Finalmente, también se han descrito casos
asilados sobre los efectos beneficiosos de: i) agentes
inmunosupresores como el tacrolimus en pacientes
de HHT sometidos a trasplante hepatico; ii) uso tépico
del timolol (un derivado del propranolol) para el tra-
tamiento de las epistaxias; vy iii) administracién sisté-
mica del antioxidante N-acetilcisteina para los sangra-
dos nasales (Albifiana, Bernabéu-Herrero, Zarrabeitia,
Bernabéu y Botella, 2010; Dupuis-Girod et al., 2012,
Lebrin et al., 2010; Shovlin, 2010).
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2.6. Conclusiones y perspectivas futuras en la HHT

Durante los ultimos afios la investigacion traslacional
ha permitido lograr importantes avances en la compren-
sion cientifica, diagndstico y tratamiento de la HHT. La
mayoria de los genes causantes de la HHT estan bien
caracterizados y codifican proteinas implicadas en la via
de sefializacién del TGF-B. Experimentos de manipula-
cidn genética en ratones demuestran que los dos genes
mutados mds frecuentemente en la HHT son esenciales
para el desarrollo cardiovascular y desempefian un papel
clave en la angiogénesis. La mutacion de estos genes da
lugar a modelos animales que reproducen las lesiones
vasculares en pacientes de HHT y también sugieren la
necesidad de un estimulo desencadenante como la an-
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