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RESUMEN

La Hipertension Arterial Pulmonar (HAP) es una enfermedad poco frecuente y de
causa desconocida. La HAP comprende varios subgrupos y dentro de ellos se
encuentra la Hipertension Arterial Pulmonar Idiopética (HAPI) y la Hipertension
Arterial Pulmonar Familiar (HAPF). Se postula la existencia de una predisposicion
genética porque mutaciones en el gen BMPRII (gen de receptor de proteinas
morfogenéticas Oseas tipo IlI) responsable del mantenimiento de la fisiologia
vascular pulmonar, estan implicadas en mas del 75% de los casos de HAP familiar
y del 10 - 25% de la presentacion idiopatica, sin embargo, tan solo del 10 al 20%
de los portadores de la mutacion expresan fenotipicamente la enfermedad.

De esta manera, el objetivo del presente estudio fue determinar por medio de
secuenciacion génica la presencia de mutaciones en el gen del receptor de
proteinas morfogenéticas Oseas tipo Il (BMPRII) en 19 pacientes pediatricos con
HAPI y HAPF con el fin de clasificar las mutaciones presentes y evaluar la
correlacion entre la presencia o ausencia de la mutacion en dicho gen y la
severidad de la hipertensién arterial pulmonar. De un total de 19 sujetos
estudiados se encontr6 la nueva mutacion V21A en el ex6n 1 de BMPRZ2,
representando el 5% de la poblacién de estudio en un caso de HAPI. Mediante
estudios de simulacion in silico se establecié que la funcionalidad del receptor fue
comparable con resultados de simulaciones del receptor tipo silvestre. Nuestro
estudio es el primero que analiza la presencia de mutaciones en BMPRII en
pacientes pediatricos con HAP en altura, demostrando que las mutaciones en el

gen BMPRII son también causa de HAP en poblacion pediatrica.

Palabras clave: Hipertension Arterial Pulmonar, receptor de proteinas
morfogenéticas oseas tipo Il, Arterial Pulmonar Idiopatica, Hipertension Arterial

Pulmonar Familiar



ABSTRACT

Pulmonary Arterial Hypertension (PAH) is a rare disease of unknown cause. PAH
comprises several subgroups and within them are Idiopathic Pulmonary Arterial
Hypertension (IPAH) and Family Pulmonary Arterial Hypertension (FPAH). The
existence of a genetic predisposition BMPRII mutations responsible gene (bone
morphogenetic receptor type Il protein) lung maintenance of vascular physiology,
are implicated in over 75 % of cases of familial PAH is postulated and 10 - 25 % of
idiopathic presentation, however, only 10 to 20 % of mutation carriers

phenotypically express the disease.

Thus, the objective of this study was determined by gene sequencing for the
presence of mutations in the receptor bone morphogenetic protein type Il (BMPRII)
in patients 19 pediatric IPAH and HAPF order to classify the mutations present and
evaluating the correlation between the presence or absence of the mutation in the
gene and the severity of pulmonary arterial hypertension. From a total of 19
subjects studied new V21A mutation was found in exon 1 of BMPR2 representing
5% of the study population in a case of HAPI. Simulation studies were established
in silico receptor functionality that was comparable with results of simulations of the
wild type receptor. Our study is the first to analyze the presence of mutations in
BMPRII in pediatric patients with PAH in height, demonstrating that mutations in

BMPRII gene also cause PAH in pediatric population.

Keywords: Pulmonary Hypertension, bone morphogenetic protein receptor type II,

Idiopathic Pulmonary Arterial, Hypertension Pulmonary Arterial Family
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1. INTRODUCCION

La Hipertensiéon Arterial Pulmonar (HAP) es una enfermedad poco frecuente, con
una incidencia estimada de 1-2 casos por millébn de habitantes al afio, pero a pesar
de lo anterior, constituye una causa frecuente de morbimortalidad en nifios
hospitalizados en unidades pediatricas y su presentacion podria tener una mayor
frecuencia en la capital colombiana a causa de la hipoxia hipobarica derivada de la
altura. Sin tratamiento, la esperanza de vida media no llega a los 3 afios desde el
diagnéstico. La HAP se caracteriza por la muscularizacion anormal de las
arteriolas pulmonares, engrosamiento y fibrosis de la intima, asi como la presencia
de lesiones plexiformes como resultado del crecimiento descontrolado de las
células del musculo liso. Desde que la HAP fue bien caracterizada en la década de
los 80, se sabe que un porcentaje significativo de casos presentan antecedentes
familiares de la enfermedad, lo que se conoce como HAP familiar o hereditaria
(HAPF) y otros carecen de antecedentes familiares o causa alguna conocida por lo
que se le llam6 HAP idiopéatica (HAPI).Este hecho condujo a la busqueda de
factores genéticos que pudieran explicar el origen de la misma. En el afio 2000,
Deng et al*® localizaron por ligamiento genético la regién 2933 como regién
candidata y, posteriormente el gen BMPR2 por su funcion en la via de proliferacién
celular, como posible responsable de los casos familiares

El gen BMPRII tiene 13 exones que codifican para una proteina transmembrana
de la familia de tirosina quinasa de 1030 aminoécidos, las cuales pertenecen a su
vez a la superfamilia del factor de crecimiento transformante tipo B (TGF-B), que
estan involucradas en la diferenciaciéon, regulacién y crecimiento de diferentes
tipos celulares. Las proteinas BMPR2 comparten las caracteristicas estructurales
de la familia, pues poseen un dominio extracelular que contiene el sitio de unién al
ligando, un dominio Unico transmembrana y la porcién intracelular que contiene el
dominio catalitico de tirosina quinasa. En presencia del ligando, el receptor sufre

-12 -



un proceso de dimerizacidon, necesario para iniciar la via de sefalizacion

dependiente de la familia de las proteinas Smad para transcribir sus genes blanco.

Se han descrito diferentes mutaciones en linea germinal en el gen BMPRII
asociadas con HAP. Las mutaciones incluyen mutaciones mis-ssense, non-sense
y frameshift; siendo muy importante la region del exén que presenta la mutacion,
pues el efecto es variado en cuanto a la funcionalidad del receptor. La
heterogeneidad de las mutaciones identificadas en el gen BMPRII explica el que
estan asociadas con la pérdida o inactivacion del producto e influyen en la
expresividad clinica de la enfermedad. La HAP familiar se hereda siguiendo un
patréon de herencia autosémico dominante con penetrancia reducida. Se tiene
claro que tan solo del 10 al 20% de los portadores de la mutacion expresan
fenotipicamente la enfermedad. Sin embargo, existe la sospecha de que el lecho
vascular pulmonar de los portadores sanos de la mutacién es anémalo, ya que

dichos sujetos desarrollan hipertensién pulmonar durante el esfuerzo.

Los efectos de las mutaciones de BMPR2 en el desarrollo de la HAP estan
asociados con alteraciones celulares dependientes de la via de sefalizacion que
lleva a cabo este receptor, tales como disfuciones a nivel del trafico intracelular y
defectos en el citoesqueleto. Segun el tipo de la mutacion (mis-ssense, non-sense
y frameshift) ocurren fenotipos diversos, cada uno comportando opciones
terapéuticas diferentes. Ademds, el conocimiento acerca de la penetrancia
reducida de la enfermedad en casos de portadores asintomaticos de mutaciones
en BMPR2, podra ser un aporte en el hallazgo de factores asociados a la

expresion clinica, al desarrollo y la historia natural de la enfermedad.

-13-



2. JUSTIFICACION

La Hipertension Arterial Pulmonar (HAP) es una entidad poco frecuente de
evolucion progresiva y rapidamente letal sin tratamiento adecuado Se estima una
incidencia de 1 a 2 pacientes nuevos por millon de habitantes al afio, pero
representa una causa muy importante de complicaciones y muerte en pacientes
hospitalizados en unidades pediatricas. La incidencia reportada resulta de estudios
hechos a nivel del mar; sin embargo, en habitantes de la altura seguramente esta
incidencia podria ser mayor por el efecto de la hipoxia hipobarica. La HAP puede
ocurrir en cualquier edad desde el recién nacié hasta el adulto, siendo diferente la
distribucion etiolégica y la frecuencia entre los grupos. En nifios predomina la HAP
idiopéatica o familiar y la asociada con cardiopatia congénita y es mucho mas rara

la asociada con otras condiciones como las alteraciones del tejido conectivo.

No se conoce claramente su prevalencia en nifios, y se puede pensar que
pacientes diagnosticados en la edad adulta pudieron haber iniciado su enfermedad
en la edad pediatrica; edad en la cual el diagndstico es dificil ya que inicialmente
es una enfermedad con sintomatologia inespecifica y ocasionalmente “silente” y
cuando se diagnostica esta en etapas avanzadas y su pronostico es suele ser mas
grave. El hallazgo de mutaciones genéticas en algunos pacientes podra ayudar a
una deteccidn mas temprana en individuos con enfermedad subclinica o en
portadores sanos de mutaciones en riesgo de padecerla. Por otra parte, las
estrategias terapéuticas en adultos no han sido suficientemente probadas en nifios
en aspectos tales como toxicidad, formulacién o dosis Optimas y hay carencia de
blancos terapéuticos orientados a terapia especifica en esta poblacion. En los
altimos afios se han empezado a disefiar ensayos clinicos en la busqueda de
medicamentos especificos, pero estos requieren la clasificacién precisa de las
diferentes formas de HAP en pediatria, lo cual supone su caracterizacion genética.

-14 -



La etiologia de la HAP es desconocida, sin embargo, desde principios de este
siglo mediante estudios de ligamiento se postula al gen BMPRII (receptor de
proteinas morfogenéticas éseas tipo Il) como candidato causal de HAP en mas del
70% de los casos de HAP en su forma familiar y cerca del 10 al 20% en su
presentacion idiopatica, pues BMPRII participa en la regulacion de la
diferenciacion y muerte celular del epitelio de la arteria pulmonar humana.
Diversas mutaciones en BMPRII han sido reportadas y muy pocas de estas son
recurrentes en la poblacion; no obstante, se reconoce que los pacientes
portadores, tienen un inicio mas temprano de la enfermedad, un compromiso
hemodindmico mas severo, un peor prondstico y una menor respuesta a los
tratamientos vasodilatadores en comparacion con pacientes no portadores de

mutaciones en BMPRII.

La mayoria de estudios sobre hipertension pulmonar se han realizado a nivel o a
baja altura sobre el nivel del mar y, en general, sus resultados son extrapolados a
los pacientes que viven en altura. Asi mismo, los resultados de los estudios en
adultos, se han extrapolado a los nifios y los resultados de HAP en nifios que
viven a nivel del mar se han extrapolado a los nifios con HAP habitantes de la
altura. . Este es el primer trabajo en poblacion pediatrica y en altura (2.600 msnm),
lo que permitird conocer algunos aspectos sobre el efecto de la hipoxia hipobarica

sobre incidencia, curso y desenlace de la enfermedad.

Hasta la fecha, se desconoce si la prevalencia de las mutaciones en BMPRII varia
con relacion al origen geogréfico, el grupo étnico o con la edad de inicio o la
historia natural de la enfermedad, ademas es necesario establecer la posible
asociacion entre el tipo de mutacion y la condicion clinica de los pacientes con
HAP. Conocer el perfil mutacional del gen BMPRIlI dentro de la poblacion
pediatrica sera fundamental para la deteccién temprana y el inicio oportuno del

tratamiento, la correlacién con la severidad y el reconocimiento de la poblacién en
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riesgo. Ademas, este estudio es pionero a nivel mundial en la investigacion

genética de la HAP en edad Pediéatrica y en altura.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de mutaciones en el gen del receptor de proteinas
morfogenéticas Oseas tipo Il (BMPRII) en pacientes pediatricos con hipertension

arterial pulmonar Familiar (HAPF) e Idiopatica (HAPI) de la ciudad de Bogota.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Clasificar las mutaciones presentes en las regiones codificantes del gen del
receptor de proteinas morfogenéticas oseas tipo Il (BMPRII) en los pacientes

pediatricos con hipertension arterial pulmonar familiar e idiopéatica.

2. Evaluar la correlacién entre la presencia, o ausencia y tipo de mutacion del gen
del receptor de proteinas morfogenéticas éseas tipo Il (BMPRII) y la historia

natural de la hipertension arterial pulmonar en cada caso.

3. Estudiar la repercusion de las mutaciones encontradas, sobre la estructura de

la proteina in silico.

-17 -



4. MARCO TEORICO

4.1.HIPERTENSION ARTERIAL PULMONAR (HAP): VISION CLINICA

4.1.1. Definicién

La hipertension arterial pulmonar se define como el incremento progresivo de las
resistencias vasculares pulmonares, que conllevan a un aumento de la presion en
la arteria pulmonar que genera a su vez falla ventricular derecha y como
consecuencia muerte prematura’. Se caracteriza por el aumento de la presion
media de la arteria pulmonar (PAPmM) mayor o igual a 25 mmHg en reposo,
calculada mediante cateterismo cardiaco derecho’con una presién en cufa
normal®. Su etiologia es desconocida, pero parece ser el resultado de una
interaccidon anormal entre factores genéticos y medioambientales, que llevan
finalmente a un dafio vascular centrado en el desequilibrio a favor de la
vasoconstriccion y proliferacion celular. Desde un punto de vista histopatolégico, el
compromiso vascular va desde hipertrofia de la intima y capa media de la arteria
pulmonar, asociada a trombosis in situ hasta lesiones plexiformes fibréticas y

necrotizantes en su etapa terminal®.

4.1.2. Clasificacion

No es facil hacer una clasificacion de la HAP, principalmente por tratarse de un
cuadro multifactorial, que se hace aun mas complejo porque el cuadro clinico es
variable dependiendo del grupo étnico y la edad del paciente ademas de factores
geograficos como la altura®. La organizacién mundial de la salud (OMS), en 1998,
reclasificé la HAP*, efectuando algunas modificaciones en el 20032 durante el
tercer consenso mundial de hipertension pulmonar en Venecia (ltalia) para

finalmente establecer la dltima clasificacion en 2008 en el IV simposio en Danna
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Point, California, clasificacion que se sigue actualmente®. Tradicionalmente la
hipertension pulmonar ha sido dividida en primaria (actualmente denominada
idiopatica) y secundaria (debida a otras patologias). Sin embargo, es claro que
muchas de las denominadas como secundarias comparten caracteristicas
histopatologicas (proliferacion endotelial, vasoconstriccion y trombosis in situ),
curso clinico y respuesta al tratamiento similar a la hipertension pulmonar

idiopatica®.

Tabla 1. Clasificacién clinica actualizada de Hipertensién Pulmonar Danna Point 2008°.
l. Hipertensién Arterial Pulmonar (HAP)
Idiopética
e Hereditaria o Familiar
« BMPR2
+ ALK-1, Endoglina con o sin HHT
» Desconocida
e Inducida por drogas y toxinas
e Asociada con: enfermedades del tejido conectivo, infeccion por VIH, hipertension portal,
cardiopatias congénitas, esquistosomiasis y anemia hemolitica del recién nacido
e Hipertension pulmonar persistente del recién nacido
e Enfermedad veno-oclusiva pulmonar (EVOP) y/o hemorragias capilar pulmonar (HCP)
Il HAP secundaria a enfermedad del corazon izquierdo
¢ Disfuncion sistolica
e Disfuncion diastolica
e Patologia valvular
Il. HAP debida a patologia pulmonar y/o hipoxia

o Enfermedad pulmonar obstructiva crénica
¢ Enfermedad pulmonar intersticial

e Otras patologias pulmonares con patrén obstructivo y restrictivo mixto
e Desordenes del suefio
[ ]
[ ]
[ ]

Hipoventilacién alveolar

Exposicion cronica a la altura

Anomalias del desarrollo
V. HAP tromboembdélica crénica
V HAP por mecanismos multifactoriales no claros
e Desordenes hematoldgicos
[ ]
[ ]
[ ]

Desordenes sistémicos
Desordenes metabolicos
Otras: Obstrucciéon tumoral.

Segun la capacidad del paciente para realizar actividad fisica la OMS clasifico la

HAP en cuatro clases funcionales Tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacion Funcional de la Hipertension Pulmonar®

Clase funcional
|

Pacientes con HAP quienes no tienen limitacion en la actividad fisica
usual; regularmente la actividad fisica no causa incremento de la
disnea (asfixia), no causa fatiga (cansancio), dolor en el pecho o pre-
sincope (pérdida de conciencia).

Clase funcional
[l

Clase funcional
"

Clase funcional
v

Pacientes con HAP quienes presentan una limitacion moderada en
sus actividades fisicas. No sienten malestar al reposar o descansar,
pero la actividad fisica nhormal causa aumento de la disnea (asfixia),
fatiga, dolor en el pecho o pre-sincope (pérdida de conciencia).
Pacientes con HAP quienes tienen una limitaciébn muy marcada en su
actividad fisica. No sienten malestar al descansar o reposar, pero la
menor actividad fisica normal causa un aumento de la disnea
(asfixia), fatiga (cansancio), dolor en el pecho y pre-sincope (pérdida
de conciencia).

Pacientes con HAP quienes son incapaces de realizar una actividad
fisica y al descansar presentan Sintomas de falla ventricular derecha.
La disnea (asfixia) y la fatiga (cansancio) pueden presentarse al
reposar o descansar y los Sintomas se incrementan con la mas
minima actividad fisica.

4.1.3. Patogenia

La etiologia de la HAP se desconoce, su patogenia es compleja, y en ella

concurren factores genéticos (que explican la susceptibilidad individual) y factores

exdgenos (farmacos, virus, téxicos, etc.)’. En lo Gltimos afios se han producido

avances importantes en el conocimiento de la patobiologia de la HAP que explican

los procesos moleculares que subyacen en los complejos cambios del vaso

pulmonar. Los aspectos mas importantes que se trabajan en la actualidad son?:

= Cambios del fenotipo de las células endoteliales y fibras musculares lisas, con

proliferacion celular y desbalance entre las sustancias vasoconstrictoras y las

vasodilatadoras.

= Alteraciones de la regulacion de la matriz proteica celular.

= Implicacién de los fenbmenos de apoptosis en los cambios vasculares.

= Alteraciones de los canales i6nicos de la membrana de las fibras musculares

lisas (canales de K™).
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Los hallazgos patolégicos en la vasculatura pulmonar son los mismos,
independiente, de la etiologia. Los cambios mas frecuentes se observan en los
vasos cuyo calibre es menor de 1 mm (pequeias arterias musculares de 0,1 a 1
mm y las arteriolas menores de 0,1 mm). Las arterias musculares muestran
hipertrofia del musculo liso e hiperplasia de la capa intima. En las arteriolas no hay
una capa importante de musculo liso, pero en HAP hay una importante
muscularizacion de la pared y proliferacion de la intima arteriolar; como resultado
de estos cambios, el didmetro disminuye y la resistencia vascular aumenta®.
Finalmente, la luz puede obliterarse completamente y disminuir el numero de
vasos. Cuando la hipertension pulmonar es severa, hay compromiso de las
grandes arterias (elasticas). La pared de estos vasos es significativamente mas
delgada que la de arterias sistémicas del mismo calibre; durante la hipertension
hay engrosamiento de la media de la pared y desarrollo de placas
arterioscleréticas que usualmente solo se ven en la vasculatura sistémica®. La
hipertension pulmonar produce cambios en la pared del ventriculo derecho y estos
dependen de la severidad y cronicidad de la hipertensién que son basicamente,

engrosamiento y dilatacion de la pared”’.

Ademas, se considera que la hipertensién pulmonar sucede porque en individuos
susceptibles genéticamente la accion de determinados estimulos (inflamatorios,
toxicos, estrés friccional, isquemia) lesionan el endotelio pulmonar. Como
consecuencia de esta lesion se produce disfuncion endotelial, fenébmeno que se
asocia al aumento de la sintesis de factores vasoconstrictores, que también
promueven la proliferacion celular, y a la inhibicion de factores que poseen accion
vasodilatadora e inhiben proliferacion en otros tipos celulares. Estos cambios
resultan en alteraciones estructurales de la pared vascular (remodelamiento) que
seran causantes de la hipertension®. A su vez, se han identificado caracteristicas
enddgenas y exdgenas importantes, que generan aumento de las resistencias
vasculares de la arteria pulmonar. Dentro de las caracteristicas endogenas, la
primera y mas importante tiene que ver con un desbalance entre sustancias

vasodilatadoras-vasoconstrictoras, ademas hay proliferacion de musculo liso y del
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endotelio y posterior trombosis vascular. Esta alteracion de la homeostasis de
sustancias vasculoefectoras es la responsable de la lesion y disfuncion endotelial.
Es asi como se ha evidenciado el aumento de Endotelina y de tromboxano A2,
potentes vasoconstrictores y facilitadores de la agregacion plaquetaria y
disminucién importante en los niveles de prostaciclina con su efecto vasodilatador
antagénico’. Los niveles de endotelina en pacientes con hipertensién pulmonar,
producen vasoconstriccion y adicionalmente estimulan la proliferacion de musculo
liso. La serotonina produce efectos vasoconstrictores similares en contraste con
los del 6xido nitrico, un potente vasodilatador e inhibidor de la activacion

plaquetaria, pero en pacientes con hipertensién pulmonar los niveles son bajos®.

En relacibn con las caracteristicas exodgenas, la hipoxia en general induce
vasodilatacién sistémica; sin embargo, en los vasos pulmonares induce
vasoconstriccion. Esto ocurre debido a que la hipoxemia genera alteracion del
voltaje de la membrana celular y de los canales de potasio con despolarizacién de
la membrana y aumento intracelular de los niveles de calcio, lo cual produce
vasoconstriccion, remodelacion y proliferacion de las células del muasculo liso,
constituyendo un circulo permanente. Aun asi, la hipoxia como tal, no es el
desencadenante de la hipertension, sino que contribuye a perpetuar la entidad una

vez se ha instaurado’.

4.1.4. Incidencia

Se considera que la incidencia de la HAP es muy baja, uno o dos casos por millén
de habitantes al afio®. Ademéas se ha determinado que el promedio de edad al
diagndstico de la enfermedad suele ser variable, aunque la edad de presentacion
mas comun es alrededor de los 36 afios y el riesgo de padecerla es mayor en
mujeres que en hombres (1,7:1)*.

Se ha observado que algunos supresores de apetito incrementan el riesgo de HAP

y mas aun, si se han usado de forma continua por mas de tres meses. Los
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medicamentos asociados son la fenfluramina y la dexfenfluramina, ambos
inhibidores de la captacion de serotonina, y afectan de manera independiente el
indice de masa corporal, lo que indica que la obesidad per se, no aumenta el
riesgo de desarrollar la enfermedad®’. Sin embargo, debido a su baja frecuencia,
se ha propuesto la necesidad de establecer una predisposicion genética o un
rasgo heredado de forma mendeliana. En nifios, no se conoce la incidencia y
menos en la altura, lo cual es muy importante, teniendo en cuenta que la deteccion

precoz de la enfermedad puede llevar a modificar su historia natural®®.

4.1.5. Manifestaciones Clinicas

En la mayoria de los casos, inicialmente la enfermedad es silente lo que puede
explicar su deteccion tardia cuando esta avanzada. Los principales sintomas son
la disnea de esfuerzo de aparicion gradual, disnea que no suele ser especifica, por
ello no es raro que el diagnostico de la hipertension pulmonar suela retrasarse
hasta dos afios desde el inicio de los sintomas. La angina y el sincope o
presincope, particularmente con el ejercicio, indican una limitaciéon mas intensa del
gasto cardiaco. Aproximadamente el 10% de los pacientes, frecuentemente
mujeres, refieren fenémeno de Raynaud, que se asocia con un peor pronéstico™.
En los nifios las primeras manifestaciones clinicas son aumento de la intensidad

del segundo ruido e hiperactividad del ventriculo derecho®.

4.1.6. Diagnoéstico

El objetivo de las pruebas diagndsticas en los pacientes con sospecha de HAP es
excluir causas primarias y valorar la gravedad de la misma, siendo los siguientes

apoyos diagndsticos los mas comunes®:

= Determinaciones analiticas: Pruebas de funcidon hepatica y analisis de
anticuerpos contra el VIH, asi como serologias para descartar

enfermedades del tejido conectivo.
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» Radiografia de térax: Se puede observar dilatacién de la arteria pulmonar,
en contraste con pérdida de los vasos sanguineos periféricos y dilataciéon
auriculo-ventricular derecha.

» Electrocardiograma: Muestra crecimiento de cavidades derechas y puede
haber trastornos de repolarizacion

= Ecocardiograma: Util para demostrar la hipertension pulmonar y descartar
patologia estructural que cause la enfermedad, donde se tienen en cuenta
signos directos como dilatacion e hipertrofia de las cavidades derechas,
dilatacion de la arteria pulmonar y aplanamiento del tabique interventricular.
Aunque se han descrito diversos métodos para cuantificar la presion
pulmonar, el mas practico es medir el gradiente sistélico de regurgitacion
tricispide a través de la ecuacién de Bernoulli modificada (AP=4 X V2)* y
sumando la presion estimada para la auricula derecha.

» Pruebas funcionales respiratorias: En la mayoria de los casos la gasometria
arterial presenta una hipoxemia con hipocapnia causada por un
desequilibrio de ventilacion-perfusion.

= Cateterismo cardiaco: Existe una alteracion importante de la hemodindmica
pulmonar con un aumento de la presion pulmonar hasta tres veces o0 mas
su valor normal, aumento de la presién de la auricula derecha y un gasto
cardiaco bajo. Las presiones del lado izquierdo del corazén habitualmente
son normales, aunque cuando se produce una dilatacibn grave de las
cavidades derechas pueden llegar a comprimir las cavidades izquierdas
hasta un grado que limite el llenado produciendo un aumento ligero en las

presiones diastdlicas® ** 2.

4.1.7. Tratamiento

Se han producido avances importantes tanto en el tratamiento médico como el
quirargico para la HAP. Se debe limitar la actividad fisica y evitar aquellos
farmacos que puedan agravar la enfermedad misma: descongestionantes

vasoactivos, antihipertensivos cardiodepresores como los bloqueadores (3, y los
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AINEs, ya que probablemente empeoran la HAP. EIl tratamiento de la HAP se
enfoca directamente en las causas de la enfermedad. Las estrategias terapéuticas
se dirigen a mejorar la restriccion en la circulacién pulmonar e incrementar la
demanda de oxigeno que empeora progresivamente la hipertension pulmonar y la
falla cardiaca derecha®. Existen tres blancos a intervenir, la via de la endotelina, la
via del oxido nitrico y la via de la prostaciclina, ademas, la anticoagulaciéon y
medidas de soporte general como la oxigenoterapia. En los uUltimos afios se ha
comprobado que el epoprostenol (prostaciclina, PIG,) en perfusion intravenosa
continua favorece la mejoria hemodinamica y aumenta la tolerancia al ejercicio

alargando la supervivencia de los enfermos de HAP*,

El manejo quirdrgico estd reservado para pacientes con franco deterioro de su
estado general, en quienes no ha sido posible mejorar su condicion con manejo
médico. La sobrevida de pacientes con trasplante de pulmén usualmente es de
65% a 75% en el primer afio™®.

4.1.8. Pronostico

El prondstico de la HAP no tratada es letal. La media de supervivencia tras el
diagnéstico es de 2.5 afios, aunque hay pacientes que pueden sobrevivir mas
tiempo, particularmente con el uso de los nuevos farmacos. Hoy dia las
recomendaciones se dirigen principalmente hacia el diagnéstico precoz de la
enfermedad para la instauracion del tratamiento en una fase méas temprana de
esta, hecho que se cree podria influir favorablemente en el prondstico a largo

plazo™.

Los predictores de supervivencia a largo plazo en la HAP incluyen los indicadores
de gravedad de la enfermedad: datos hemodinamicos basales (PAPm, indice
cardiaco, saturacion de oxigeno en sangre venosa), clase funcional y tolerancia al
ejercicio. Las causas principales de muerte son la falla cardiaca derecha (63%),
muerte subita (7%) y la neumonia (7%)°.
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4.2.HIPERTENSION ARTERIAL PULMONAR EN POBLACION PEDIATRICA

La definicion de HAP en nifios es la misma que en adultos y similar a los adultos,
la resistencia vascular pulmonar (RVP) es excluida de la definicion. La presion
arterial pulmonar absoluta cae después del nacimiento alcanzando niveles que
son comparables con valores del adulto dentro de los 2 meses después del
nacimiento. Después de 3 meses de edad en nifios a término, a nivel del mar, la
HAP esta presente cuando la presion media pulmonar excede los 25 mm de Hg en
la presencia de una distribucion igual del flujo sanguineo para todos los
segmentos de ambos pulmones. Esta definicion no tiene ninguna implicacion de la
presencia o ausencia de enfermedad vascular hipertensiva pulmonar (EVHP). En
particular, la resistencia vascular pulmonar (RVP) es importante en el diagndstico

y manejo de la EVHP en nifios con cardiopatia congénita™®.

4.2.1. Epidemiologia

Solo en los dltimos afios se han empezado a publicar series grandes de HAP en
pediatria, dando luces sobre su incidencia y prevalencia asi como de aspectos
demogréficos generales. En los registros Holandeses se muestra coémo las mas
comunes causas de HAP transitoria fueron la hipertension pulmonar persistente
del recién nacido y la hipertensién asociada con la reparacién quirargica de
cardiopatias congénitas con una incidencia de 30.1 y 21.9 casos por millén de
nifos respectivamente. La HAPI y la HAP asociada con cardiopatia congénita
representan la mayoria de las formas progresivas de HAP en pediatria. La HAPI
representa entre el 35 a 60% de los pacientes en registros pediatricos'®. La
segunda causa mas frecuente de HAP es la asociada con cardiopatia congénita,
representando entre el 24 a 52% de los pacientes. La incidencia de HAPI en los
registros del Reino Unido y de Holanda es de 0.48 y 0.7 casos por millén con una
prevalencia puntual de 2.1 y 4.4 casos por millén respectivamente. La incidencia y
prevalencia puntual de HAP asociada a cardiopatia congénita fue de 2.2 y 15.6

casos por millébn en el registro Holandés. La displasia broncopulmonar esta
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probablemente subestimada en estas series, representando entre el 12 a 13% de
los pacientes. Los sindromes son comunmente asociados a la HP en pediatria,
siendo la trisomia 21 el mas comun. En cuanto a los sintomas, el mas
frecuentemente presente acompafiando la HAP fue la disnea en la mayoria de las
series, aunque presincope/sincope fue mas frecuente en HAPI y HAP familiar que
en la HAP asociada a cardiopatia congénita. Aunque la supervivencia de la HAP
en pediatria ha mejorado notoriamente en las 2 Ultimas décadas, los datos de
estos registros muestran la necesidad de mejorar. La supervivencia a 1 afio, 3
afios y 5 afios para 64 nifios con HAPI en el registro del Reino Unido fue de 89, 84
y 75%. El Registro REVEAL de los Estados Unidos incluyé 199 pacientes
padiatricos de los cuales, 122 fueron diagnosticados con HAPI o HAPF y 77 con
HAP asociada a cardiopatia congénita. Supervivencia a 5 afios desde el
diagnéstico fue similar para HAPI, HAPF e HAP asociada a cardiopatia congénita.
En cuanto a factores prondsticos, estos incluyen las clases funcionales descritas
en la clasificacion de la OMS, con un peor pronostico para las clases Ill/IV; asi
mismo, el peor prondstico se asocia con pobre talla y peso, scor Z a la
presentacion, mayor edad a la presentacion, enfermedad veno-oclusiva pulmonar,
hemangiomatosis capilar pulmonar y variables hemodinamicas tales como mas
baja mezcla de saturacién de oxigeno y mas alta PVRI. Supervivencia de nifios
con sindrome de Eisenmenger fue peor que la reportada en adultos. Aunque la
supervivencia total en la serie del Reino Unido fue similar para HAPI e HAP
asociada a cardiopatia congénita, los pacientes con reparacion quirargica de

cardiopatia congénita tuvieron el peor pronéstico en las 2 series'®718%,

4.2.2. Presentacion clinica

Los sintomas dependen basicamente de la edad de instalacion. Nifios menores
presentan signos de irritabilidad, retraso en el desarrollo, sintomas respiratorios y
taquicardia relacionada con bajo gasto cardiaco. En nifilos mayores la queja sera
intolerancia al ejercicio y sincope como signo inicial de presentacién, indicando

diagnéstico tardio. Los signos de falla cardiaca derecha en la presentacion son
-27-



raros. La ocurrencia familiar es posible, siendo la forma familiar entre el 6 al 12%
de todos los casos de HAPI. Los hallazgos al examen fisico incluyen un segundo
ruido cardiaco reforzado, soplo sistolico de regurgitacion tricuspidea e hipertrofia
ventricular derecha. La hepatomegalia, ascitis y edema periférico, ocurren

tardiamente™®.

4.2.3. Clasificacion

Clasificar la HAP pediatrica sobre la base de la clasificacion propuesta por la OMS
es problematico por cuanto muchos nifios con HAP tienen comorbilidades y
sindromes asociados. Un grupo de trabajo norteamericano del Instituto de
Investigacion Vascular Pulmonar desarroll6 una clasificacion especifica para
poblacién pediatrica que reconoce la contribucion de las anomalias del desarrollo
y crecimiento pulmonar. La HAP puede desarrollarse in Gtero en periodos clave del
desarrollo pulmonar, llevando a anomalias de la vasculatura pulmonar o de las
vias aéreas. Esta clasificacion divide en 10 categorias relacionadas con
enfermedades heterogéneas, factores predisponentes tales como prematurez,
anomalias cromosOmicas 0 genéticas, cardiopatia congénita, apnea de suefio,

displasia broncopulmonar etc™®.

-28-



Tabla 3 Resumen de la clasificacion de la enfermedad vascular hipertensiva pulmonar

(EVHP) en la edad pediatrica, con diez grandes categorias™®.

Categoria Descripcidn
1 Enfermedad pulmonar hipertensiva vascular prenatal o del desarrollo
2 Mala adaptacion vascular pulmonar perinatal
3 Enfermedad cardiovascular pediatrica
4 Displasia broncopulmonar
5 Enfermedad pulmonar hipertensiva vascular pediatrica aislada
6 Enfermedad pulmonar hipertensiva vascular multifactorial en sindrome de

malformacién congénitos

7 Enfermedad pulmonar pediatrica

8 Enfermedad pediatrica tromboembolica

9 Exposicion pediatrica a hipoxia hipobarica

10 Enfermedad pulmonar vascular pediatrica asociada a otros desordenes

sistémicos

4.2.4. Evaluacion diagnostica

La evaluacion de los nifios con HAP es similar a la de los adultos, el
electrocardiograma (EKG) y el ecocardiograma evalian la presion arterial
pulmonar, la anatomia cardiaca y la funcion del corazén derecho. Los tipos
secundarios de HAP son evaluados por radiografia y/o escanografia, pruebas de
funcion pulmonar y pruebas de laboratorio para descartar enfermedad inflamatoria.
Otras pruebas mas especificas dependeran de la presentacion clinica. A diferencia
de los pacientes adultos, la hipertension pulmonar tromboembdlica es muy rara y
no hace parte del tamizaje en nifios. El estado funcional del nifio es determinado
por un test de marcha de 6 minutos o de cualquier otro tipo de test de ejercicio
dependiendo de la edad. El cateterismo cardiaco es indispensable en todos los
casos para confirmar el diagndstico y determinar la respuesta vascular pulmonar a
los vasodilatadores y guiar el tratamiento especifico definitivo. Sin embargo, el

cateterismo cardiaco en nifios supone alto riesgo de mortalidad, por lo que debe
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realizarse solo en centros altamente especializados. El pronostico esta
determinado en primer lugar por la clase funcional al inicio de los sintomas, la
presencia de falla cardiaca, la longitud de QRS y del intervalo QT en el EKG,
derrame pericardico, funcién ventricular derecha al ecocardiograma, niveles bajos
de potasio y albumina con incremento del péptido natriurético cerebral (BNP).
Alteraciones clinicas del ritmo, empeoramiento de la clase funcional e incremento

de la necesidad de medicacién son también de valor pronéstico negativo®®.

4.2.5. Respondedores y no respondedores

Definir la respuesta aguda al test de vasodilatadores es critica para determinar
inicialmente el cuidado de cada nifio. Tres situaciones pueden ser evaluadas:
a. Eltest es critico para determinar el posible tratamiento con bloqueadores de
canales de calcio (BCC) en pacientes con HAPI.
b. EIl test puede ser util en la determinacion de la posibilidad quirargica de
nifios con cardiopatia congénita.

c. Eltest puede ayudar en determinar el prondstico a largo término.

Si los pacientes con HAPI muestran un descenso significativo en la resistencia
vascular pulmonar en respuesta a vasodilatadores (tipicamente Oxido Nitrico)
durante el cateterismo, indicado por un descenso en la presion arterial pulmonar
de por lo menos el 20%, sin descenso en el gasto cardiaco; son considerados

como respondedores agudos®.

No hay drogas estandar para el test en pediatria, sin embargo, el ON inhalado ha
sido usado mas frecuentemente. En nifios con HAPI una respuesta positiva puede
ser usada para determinar si o no el tratamiento con BCC es benéfico. En cuanto
a las posibilidades quirdrgicas de nifios con cardiopatia congénita no hay

protocolos claros o criterios establecidos?®.
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4.2.6. Tratamiento

Algunas medidas generales son muy importantes en el tratamiento de la HAPI.
Algunos nifios muestran moderada desaturacién durante el suefio, si ocurren
sincopes u otros sintomas durante estos episodios, oxigeno suplementario
nocturno es recomendado. Especialmente en nifios, las infecciones respiratorias
pueden inducir hipoxia y agravaran la HP por lo que un adecuado tratamiento y
monitoria estrecha con oxigeno suplementario durante los periodos de
desaturacion son mandatorios. Los medicamentos con pseudoefedrina asi como
los deportes competitivos estan contraindicados. La vacunacion contra la influenza
y el neumococo estan recomendados®. La anticoagulacién no es rutinariamente
recomendada en nifios y en falla cardiaca derecha estan indicados los diuréticos.
Los respondedores se beneficiaran de la administracion de bloqueadores de
canales de calcio. Infortunadamente, durante el seguimiento solamente el 50% de
los respondedores agudos mostraran un beneficio sostenido. Los no
respondedores no deben ser tratados con bloqueadores de canales de calcio pero
si con uno de los tipos més selectivos de vasodilatadores pulmonares®. Los 3 mas
comunes tipos de drogas son prostanoides, antagonistas de endotelina e
inhibidores de fosfodiesterasa 5. Ellos actian sobre las 3 mayores vias
influyendo el tono vascular pulmonar, las prostaglandinas, la endotelina y las vias
del NO. La primera droga disponible fue la prostaciclina intravenosa mostrando
mejoria hemodinamica, supervivencia y calidad de vida para los mas severamente
afectados; infortunadamente, desventajas y efectos colaterales de su aplicacion
intravenosa continua son numerosos. El acceso venoso central es sensible a

trombosis y a sepsis®’.

La interrupcion abrupta de la medicacion por razones técnicas causa deterioro y
aun rebote de la HP posiblemente letal. Los efectos colaterales son dependientes
de la dosis e incluyen nauseas, dolor mandibular, diarrea y dolor
musculoesquelético. Una de las mas estudiadas alternativas es el bosentan,

antagonista del receptor endotelina, administrada oralmente, la cual mejora el
-31-



status funcional, la tolerancia al ejercicio y la hemodinamica en la HP en adultos
aplazando el deterioro clinico. Estos datos han sido confirmados en nifios. La
droga es bien tolerada a pesar del efecto de la hepatitis toxica por lo que requiere
monitorizacion mensual de la funcidén hepatica descontinuando la droga en el 11%
de los pacientes. Otros efectos colaterales son cefalea, rash, edema de las

extremidades inferiores y anemia®?.

El sildenafil, un medicamento oral, inhibidor de la fosfodiesterasa 5 ha mostrado
efectos positivos comparables sobre la hemodinamica, la calidad de vida en los
adultos y nifilos con HP en las clases funcionales Il y Ill. EI mas reportado efecto
colateral es la cefalea, rash, sintomas gastrointestinales y epistaxis. La eficacia a
largo término del bosentam y el sildenafil parece ser limitada con retorno a la
tolerancia de base al ejercicio, llevando a tratamiento adicional en mas del 40% de
los pacientes®. La combinacién del tratamiento pude influir los efectos clinicos y
farmacocinéticos de las drogas involucradas. La combinacion del sildenafil y el
epoprostenol parece tener un efecto sinérgico y la combinacién de sildenafil y
bosentan bajan los niveles plasméaticos de sildenafii a mas del 50%. Si el
tratamiento médico falla, el transplante pulmonar es la Unica opcién restante con

una supervivencia en nifios de 4.3 afios en el 75% de los pacientes®.
4.2.7. Prondstico

La HAPI no tratada tiene un pobre prondstico en nifios con una supervivencia
media de 10 meses. Antes de la disponibilidad de los vasodilatadores arteriales
pulmonares los nifios con HAPI tenian tasas de supervivencia de 1 a 3 afios
postdiagndstico en el 50 y 38% respectivamente, aln en centros experimentados.
Las modalidades actuales mejoran estas figuras. El tiempo de supervivencia
media para tratados con prostacilina (epoprostenol) alcanza 84 meses, con tasas
de supervivencia de 1y 3 aflos de 94% y 88% y tasas de supervivencia de 5y 10
afios de 81% y 61%>.
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4.2.8. Marcadores biolégicos

No existe aun un biomarcador ideal para la HAP. El hecho de que sea una
enfermedad infrecuente dificulta la realizacion de estudios en series amplias de
pacientes que permitan su validacion. Sin embargo, actualmente se encuentran en
fase de investigacion numerosos marcadores: péptidos natriuréticos de tipo B
(BNP y pro-BNP), troponinas, acido arico, endotelina, serotonina, enzima de
conversion de la angiotensina, oxido nitrico y angiopoyetina. De todos ellos, el
BNP es del que se dispone mas informacién®. La funcién biolégica del BNP, la
hormona activa (el NT-pro-BNP carece de actividad y posee diferente vida media y
aclaramiento), secretada en la pared ventricular es la de estimular la diuresis y
natriuresis e inhibir el sistema renina-angiotensina-aldosterona y el sistema
simpatico, asi como favorecer la vasodilatacion. A pesar de que posee una
elevada variabilidad biolégica, diferentes estudios han demostrado que cifras muy
elevadas de este péptido (BNP>180 pg/mL) pueden tener valor prondstico®.

En la poblacién pediatrica, son escasos los estudios sobre el tema. Van Aldaba et
al** en 29 nifios con HAP grave demuestraron una relacién entro los niveles de
acido urico y los pardmetros hemodinamicos (PAPm, gasto cardiaco y PVR), una
correlacion entre los niveles de NT-ProBNP con la clase funcional y la distancia
recorrida en el test de los 6 minutos, asi como un valor predictivo para mortalidad
de la cifras de NT-ProBNP > de 605 pg/mL, de acido urico de >0,32 mmol/L. Otro
parametro predictivo en la poblacién pediatrica con HAP seria la variabilidad de la

frecuencia cardiaca. Lammers et al®®

han demostrado que la menor variabilidad de
la frecuencia cardiaca se correlaciona con la distancia recorrida en el test de los 6
minutos, y es una factor predictivo de mortalidad o necesidad de trasplante

pulmonar
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4.3.HIPERTENSION ARTERIAL PULMONAR Y ALTURA

La mayoria de estudios sobre hipertension pulmonar se han realizado a nivel o a
baja altura sobre el nivel del mar y, en general, sus resultados son extrapolados a
los pacientes que viven en altura, lo cual no es conveniente; por otro lado, gran
parte de los estudios sobre hipertensién pulmonar y altura se han realizado a
grandes alturas (de 3.000 a 5.000 msnm)®, mientras que el principal grupo de
poblacién que vive en la altura, vive a moderada altura (de 1.500 a 3.000 msnm).
Para completar las lagunas existentes sobre el tema de la hipertensién pulmonar,
los resultados de los estudios realizados en los adultos, se han extrapolado a los
nifios y los resultados de estudios sobre HAP en nifios que viven a nivel del mar
se han extrapolado a los nifilos con HAP habitantes de la altura. Este hecho
obedece a que existen pocos estudios sobre HAP en la altura entre otras razones,
por el factor econémico y la falta de centros de estudio de la HAP en este tipo de
habitantes, lo cual es necesario, sobre todo si se tiene en cuenta que en el mundo

viven mas de 140 millones de habitantes en la altura®.

Es importante tener en cuenta ciertos aspectos fisiolégicos esenciales para la
compresion del comportamiento del habitante de la altura, que ocurren a medida
que esta se incrementa sobre el nivel del mar. En la altura hay tres aspectos
importantes que intervienen significativamente en la biopatogénesis de la HAP: la
hipoxia hipobarica, la hiperreactividad y el remodelamiento del lecho vascular
pulmonar. Sin embargo, el factor determinante en la altura y que ciertamente
influye sobre los otros dos, es la hipoxia hipobarica que es mas notoria a medida

que incrementa la altura®.

4.3.1. Hipoxia Hipobéarica

Es un factor importante que influye desde la vida posnatal y muy probablemente

en la vida prenatal. En la vida postnatal en la altura existe un retraso en la
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disminucién de las resistencias pulmonares e incluso se ha encontrado que puede
persistir cierto grado de aumento de mdusculo liso a nivel de las arteriolas
pulmonares®’. En una revision histérica, Reeves y Grover®® han destacado que
fueron cientificos peruanos los primeros en demostrar la patogenia de la HAP
hipdxica crénica en humanos al describir los cambios posnatales de la circulacion
pulmonar. Los investigadores peruanos demostraron que el recién nacido a
grandes alturas (GA) tiene HAP y una gruesa capa de células del musculo liso en
las pequefias arterias y arteriolas pulmonares, hallazgos similares a los descritos a
personas que habitan sobre el nivel del mar. Sin embargo, en el recién nacido a
nivel del mar tiene lugar un rapido remodelamiento vascular (adelgazamiento de la
capa muscular con ampliacion del lumen), lo que determina un rapido descenso de
la resistencia vascular pulmonar y de la presién arterial pulmonar media. En
contraste, en el recién nacido a GA, el remodelamiento vascular ocurre lentamente
en el curso de la vida, por lo cual la HAP vy la hipertrofia ventricular derecha
persisten hasta la edad adulta. Figura 1.

Figura 1. Representacion esquematica del remodelamiento posnatal de las arterias
pulmonares distales; este proceso de maduracién ocurre rapidamente a nivel del mar en
contraste con el lento proceso que tiene lugar en grandes alturas®.

Recién nacido Nivel del mar Evolucién posnatal

..

Recién nacido Altura Evolucitn posnatal

Investigaciones a diferentes alturas en los Andes y en Asia permitieron establecer

que la relacion entre la altitud y la presion arterial pulmonar media (PAPm) esta

representada por una curva de tipo parabdlico, de forma tal que por encima de los
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3.500 m hay HAP leve a moderada asociada con niveles adaptativos de hipoxemia

y policitemia®.

4.3.2. Hiperreactividad del lecho vascular pulmonar

Esta se define como la caracteristica propia de cada individuo, determinada
genéticamente, por la cual existe una contraccidon arteriolar pulmonar exagerada
ante un estimulo vasoconstrictor, como la hipoxia hipobarica. Es importante
sefalar que en la altura el factor hiperreactividad arteriolar pulmonar es mas
notorio que a nivel del mar; por otra parte, es mas claro en nifios y mas relevante
cuanta menor edad tenga el paciente, de alli que sea un factor a valorar con
precision en todo paciente con hipertension pulmonar en la altura. Al ser este un
elemento que cumple un papel trascendental en la altura, su evaluacién debe ser
muy cuidadosa®

Habitualmente la reactividad del lecho vascular pulmonar se valora en el
laboratorio de hemodindmica por medio de oxigeno y pruebas farmacoldgicas por
cortos periodos de tiempo; sin embargo, en la altura, debido a la hipoxia
hipobarica, parece que el mejor elemento para valorar la reactividad del lecho
vascular pulmonar es el oxigeno, como lo corroboran los estudios de pacientes en
quienes solamente después de una larga exposicion a la hiperoxia se observo
disminucién de la presién pulmonar. La presencia o no de hiperreactividad del
lecho vascular pulmonar implica un factor prondstico ya que en presencia de ésta

el prondstico es favorable, y ello influye en el enfoque terapéutico®®*.

4.3.3. Remodelamiento del lecho vascular pulmonar

Constituye el conjunto de cambios estructurales que ocurren en el campo arteriolar
pulmonar en el paciente con hipertension pulmonar, en donde la hipoxia ejerce un
rol preponderante, como lo demuestran estudios experimentales en ratas recién
nacidas expuestas a hipoxia, en los que se hallaron cambios arteriolares

pulmonares con aumento del musculo liso tras 72 horas de exposicién a la hipoxia,
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al parecer a partir de precursores del musculo liso como los pericitos y las células
intermedias que se encuentran en las porciones mas distales de las arteriolas
pulmonares: porciones parcialmente muscularizadas y desprovistas de musculo o
"amuscular"®. Este remodelamiento debe impedirse en pacientes con hipertension
pulmonar o con riesgo de padecerla, y de ahi importancia de la deteccién precoz
mas aun en pacientes de altura en quienes puede aparecer de forma precoz. El
andlisis del remodelamiento arteriolar pulmonar conduce a diferenciar entre
hipertension pulmonar y enfermedad vascular pulmonar, resultado del

remodelamiento arteriolar®.

4.3.4. Enfoque Terapéutico de la Hipertension arterial pulmonar en Altura

Una vez hecho el diagnéstico de hipertension pulmonar y valorada la
hiperreactividad del lecho vascular pulmonar, el enfoque terapéutico del paciente
habitante de la altura con hipertension pulmonar, es diferente al enfoque

terapéutico del paciente con la misma condicién a nivel del mar?®.

En el paciente habitante de la altura, el resultado terapéutico es distinto si existe o
no hiperreactividad del lecho vascular pulmonar. Cuando ésta aparece, ademas de
las medidas farmacoldgicas que se siguen actualmente segun las vias de
tratamiento especificas: analogos de la prostaciclina, inhibidores de la endotelina 'y
la via del éxido nitrico, los pacientes deben vivir a baja altura sobre el nivel del mar
y lo més bajo posible con relacion a éste, ademas de someterse a controles
periddicos estrictos para chequear su evolucién °. Al bajar a nivel del mar o cerca
al nivel del mar, los nifios generalmente cambian de manera significativa y al poco
tiempo de vivir alli pueden llevar una vida casi normal. Sin embargo, en los
pacientes en seguimiento llama la atencion que la presion pulmonar con
frecuencia no baja a niveles normales, persiste una presion pulmonar sistolica por

ecocardiografia en aproximadamente 50 a 55 mm Hg y son asintomaticos**.
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Cuando no se halla reactividad del lecho vascular pulmonar, el prondstico es poco
alentador si bien el enfoque terapéutico es el mismo, con lo cual mejora la calidad
y el tiempo de vida. En estos casos existe ya un remodelamiento del lecho
vascular pulmonar con enfermedad pulmonar severa irreversible, condiciéon que
una vez mas confirma la importancia del diagnostico precoz antes de que ocurra
dafio arteriolar. Con este enfoque, se tiene el caso de un paciente con seguimiento
méaximo de 28 afios y promedio de diez afios, pese a que hasta hace poco, segun
el trabajo de Widlitz y Barst, el promedio de vida de la hipertensién pulmonar
idiopatica sin tratamiento era de 2,8 afios y en los nifios de diez meses;

adicionalmente, estos datos se basan en estudios de pacientes a nivel del mar*.

4.4. GENETICA DE LA HIPERTENSION ARTERIAL PULMONAR.

En el aflo 1954, Dresdale fue el primero en reconocer que podria darse algun tipo
de agrupamiento familiar en pacientes con HAP inicialmente etiquetada como
primaria®, al observar que una madre, su hermana y su hijo presentaban
hallazgos compatibles con la enfermedad. Entre los afios 1957-1974 se siguieron
buscando familias en las que mas de un miembro padeciera la enfermedad,
publicandose varios casos ***’. Con el fin de conocer més a fondo, la incidencia y
caracteristicas de la HAP familiar, Jim Loyd y John Newman crearon una
fundacion para contactar familiares de pacientes. Gracias a este esfuerzo se
pudieron conocer mas familias y, posteriormente, establecer con claridad el tipo de
herencia. En 1984 publican los resultados de su trabajo donde demuestran que el
patrén de transmision es autosémico dominante®®. Trece afios después, Jana
Morse y Bill Nichols localizaron un marcador de HAP familiar en el cromosoma
2g31-32*°, Por dltimo, en el afio 2000 dos grupos independientes, uno
estadounidense y otro europeo, localizan las mutaciones en el gen BMPR2 “°.#%,
En el mismo afio, Deng et al*° localizaron por ligamiento genético la regién 2q33

como region candidata (LOD score: 3.43), y posteriormente, se describieron
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mutaciones en el gen BMPRII (gen receptor de proteinas morfogenéticas 0seas
tipo 2) relacionadas con la enfermedad. EI gen BMPRII tiene 13 exones que
codifican para los diferentes dominios del receptor 2 de la proteinas morfogenética
o0sea (BMPR2), que pertenece a la superfamilia del factor de crecimiento

transformante B y esté involucrada en varios procesos celulares™.

Recientes estudios describen mutaciones heterocigotas en linea germinal en el
gen BMPRII en una significativa proporcion de pacientes con hipertension
pulmonar familiar (HAPF) e idiopatica (HAPI)?°. Estos hallazgos sugieren que
aproximadamente un 70% de los pacientes con antecedentes familiares de HAP
presentan mutaciones en dicho gen, del que hasta la fecha se han identificado
casi 300 mutaciones distintas. También, se han descrito mutaciones del gen
BMPRII en casos de HAPI, aunque con una frecuencia menor del 25% de los

pacientes*?*.

Hasta el momento se desconoce si la prevalencia de las mutaciones en BMPRII
varia en relacién con el origen geogréfico o el grupo étnico y menos se conoce de
la presencia de las mutaciones en poblacion infantil. Sin embargo, se conoce que
la HAPF se hereda siguiendo un patron de herencia autosomico dominante con
penetrancia reducida. Tan solo del 10 al 20 % de los portadores de la mutacion
expresan fenotipicamente la enfermedad. No obstante, en la actualidad no se
dispone de ningun biomarcador o medida funcional que permita detectar
precozmente el riesgo de desarrollar HAP en los portadores asintomaticos de la
mutacion en BMPRII, pero existe la sospecha de que el lecho vascular pulmonar
de los portadores sanos de la mutacibn es andmalo, ya que dichos sujetos
desarrollan hipertensién pulmonar durante el esfuerzo***°. Ademas, un aspecto
destacable de la HAPF es el fendmeno de anticipacion genética, consistente con
la aparicibn de la enfermedad de forma cada vez mas temprana en las

generaciones sucesivas*®.
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En conjunto, los datos reportados hasta ahora sugieren que el gen BMPRII tiene
un rol importante en el mantenimiento de la fisiologia vascular pulmonar y asi
mismo, se plantean una serie de preguntas sobre la biologia del producto génico
de BMPRII y como las mutaciones en este gen dan lugar al distintivo fenotipo

vascular pulmonar que se observa en pacientes con HAP.%° 4142

La investigacidén de casos en los que se encuentren portadores con caracteristicas
subclinicas o francamente asintomaticos resultan de interés adicional en el
esclarecimiento de los posibles factores afectando la expresion clinica y la
penetrancia en esta enfermedad. De tal manera, las pruebas genéticas para la
busqueda de mutaciones en el gen BMPR2, deben estar acompafiadas de
asesoria genética profesional. Esto asegura que todos los involucrados entiendan
los posibles resultados de las pruebas y sus implicaciones para el paciente y sus

familiares. Segun Austin et al*’

,para los descendientes asintomaticos de un
portador de mutaciéon en BMPR2, hay una probabilidad global pre-prueba de
desarrollar la enfermedad de aproximadamente 1 en 10, o 10 %,aunque por
tratarse de una transmisién autosémica dominante, hay una probabilidad del 50 %
de que la mutacion se herede (debido a la baja penetrancia). Si la prueba genética
se lleva a cabo en esta persona asintomatica y se encontrara negativa, el riesgo
predicho de desarrollar HAP cae al nivel observado en la poblacién general, que
es un riesgo de menos de 1 en 500.000. Si esta persona asintomatica resulta
heredar el alelo mutante de BMPRII, el riesgo de desarrollar HAP aumenta
aproximadamente al 20%, la conocida penetrancia de HAP en los individuos
positivos para mutaciones en BMPRII. Esto representa mas del doble de riesgo de
desarrollar la enfermedad pre-prueba. Por lo tanto, para estas personas, un
resultado genético normal es muy tranquilizador mientras que una prueba positiva
duplica el riesgo de desarrollar HAP (del 10 al 20%), despejando las
preocupaciones sobre la asegurabilidad de su futuro y la incertidumbre causada

por la penetrancia reducida y expresividad variable de la enfermedad®’.
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Pruebas genéticas para mutaciones conocidas en BMPR2, estan disponibles en
varios laboratorios en América del Norte y Europa pero solo se practican en
individuos con antecedentes familiares conocidos de HAP o con una fuerte
sospecha clinica de la enfermedad, sin embargo actualmente se plantea la
posibilidad de llevar a cabo busqueda de mutaciones en BMPRII como estudio de

tamizaje en poblaciones mas amplias®’.

4.5.RECEPTORES DE PROTEINAS MORFOGENETICAS OSEAS (BMPR)

Los receptores de proteinas morfogenéticas éseas (BMPR) son de tipo
serina/treonina codificados por el gen BMPRII ubicado en la region 2g33. El gen
BMPRII tiene 13 exones con 4000pb y genera un polipéptido de 1038 aminoacidos
con 4 dominios funcionales evolutivamente conservados ademas de otro producto
proteico pobremente definido por la ausencia de actividad funcional demostrada®®.
BMPRIl es miembro de la superfamilia de TGF-B (factor de crecimiento
transformante tipo B), de los que se distinguen receptores tipo | y Il, ambos
necesarios para las sefiales de transduccion. Sin embargo, la funcion inicial de
reconocimiento de su ligando es llevada a cabo por los receptores tipo Il de
manera independiente a los tipo |, pues estos Ultimos solo pueden unirse al
ligando en presencia de receptores tipo Il y asi activar a BMPRI a través de su
fosforilacion*®, sin embargo, este fendmeno aln esta siendo blanco de estudio,
pues se plantea que segun el estado de oligomerizacion de dichas clases de
receptores de BMP y de la disposicién de los mismos sobre la membrana celular,
BMPRI podria reconocer sus ligandos en primera medida y de manera
independiente de BMPRII y asi mismo iniciar diferentes vias de sefializacion

intracelular®,

La conformacion estructural, para ambos tipos de receptores (I y 1), se caracteriza
por tener un corto dominio extracelular con varios residuos de cisteina importantes

en la formacibn de estructuras tridimensionales; un simple dominio
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transmembrana; un dominio intracelular que contiene un domino proteina kinasa y
una cola citoplasmatica que en BMPRI es menor a 9 aminoécidos, mientras que
para BMPRII es mucho més larga, alrededor de 530 aminoacidos®. Figura 2.

Figura 2. Receptores BMPRI y BMPRII. Diferencias en longitud de la cola intracitoplasmatica de
BMPR tipo | y Il. Los circulos cerrados indican sitios de N-glicosilacion, el dominio GS altamente
conservado (dominio glicina/serina) de BMPRI que es transfosforilado por BMPRII al iniciar la via
de sefializacion celular®.

Dominio
de union

B |l

Dominio

)
v

Dominio
Protein

Kinasa loop

00S - 50¢

1 ] -.[3
0T- 97

Domino
Citoplasmatico

BIVIPRI

BIVIPRII

Los receptores tipo | y Il a su vez se subdividen en diferentes clases segun el tipo
celular sobre el que se expresen y su especificidad por el ligando, pero tienen
como via comun vy final, la sefializacion mediada por proteinas Smad y otras
menos estudiadas Akt/P13K, JNK y pERK. Los receptores tipo | se dividen en el
grupo ALK-1 (receptor de afinidad hacia la actividad kinasa) y el grupo BMPR-I.
Los receptores del subgrupo ALK-1 (ALK-1 y ALK-2) se expresan principalmente
en células endoteliales y poseen gran afinidad hacia BMP4 y BMP7; mientras que
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los receptores del subgrupo BMPR-1 tienen caracteristicas distintivas. Receptores
tipo 1A son expresados en varios tipos celulares, incluyendo fibroblastos humanos,
osteoblastos, mioblastos y células osteoprogenitoras a diferencia de los receptores
tipos IB que estan restringidos solo a ciertos tipos celulares como lineas celulares

de glioblastoma®.

Dentro de los BMPRII se encuentran ActR-1l1A, ActR-IIB y los propiamente dichos
BMPRII, siendo la afinidad por sus ligandos BMP mucho menor en receptores
ActR en comparacion con BMPRII. Los tres se expresan en células musculo
esqueléticas, corazon, cerebro, pulmén y tienen funciones importantes en la

formacion del mesodermo durante la embriogénesis temprana“’. Figura 3.

Figura 3. Relacién entre BMPs, receptores tipo | y tipo Il y proteinas Smad en la sefial de
transduccion®.

Grupo BMP 2/4
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Grupo OP-1 Diferenciacion
Crecimiento
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Ligandos Receptores tipo Il Receptores tipo | R - Smads Co - Smads

BMPRII regula el crecimiento, la diferenciacién y la apoptosis en varias lineas
celulares incluyendo células mesenquimales y epiteliales; a su vez contribuye al
mantenimiento y la reparacion de los tejidos adultos y es un importante factor en el
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desarrollo embrionario. Analisis de expresion génica revelaron que BMPRII
mantiene la relacion dindmica en la regulacion de genes implicados en la
remodelacion vascular’. Las consecuencias funcionales de unasefializacion
reducida o ausente por BMPRII en células del musculo liso de la arteria pulmonar
humana en respuesta a sus ligandos, es iniciar procesos de proliferacion
descontrolada que causan cambios oclusivos a nivel terminal de las arteriolas de
pacientes con hipertension, de manera que se compromete la integridad de la

barrera endotelial®?.

4.5.1. Vias de sefalizacion involucradas con los receptores de proteinas

morfogenéticas 0seas tipo Il

La sefial de transduccion a través de BMPRII sigue un mecanismo de activacion
en el que en primera medida el ligando es reconocido por BMPRII quien lo
presenta a BMPRI y lo transfosforila estimulando su actividad de proteina quinasa.
BMPRI activado fosforila a Smad2 o Smad3, los cuales se unen a Smad4. Este
complejo de proteinas Smad se desplaza hacia el ndcleo en donde interactia con
varios factores de transcripciéon y regula la expresién de muchos genes en forma

especifica de acuerdo al tipo celular®. Figura 4.

Por el contrario, Smad6 y Smad?7 interfieren con la activacion y actian como
inhibidores de Smads, mediante la interaccion directa con BMPRI, previniendo asi
su fosforilacion o interfiriendo con la formacion del complejo de Smads que se
desplaza hacia el nucleo. Curiosamente algunos ligandos como el propio TGF-3
puede inducir la expresién de Smad7 y de esta forma realizar un control de la

sefial mediante retroalimentacion negativa“®.

Las proteinas Smad estan constituidas por dos dominios. En la regiéon c-terminal
esta ubicado el domino MH2 y en la region N-terminal el MH1, con un dominio de

union entre los dos. El dominio MH1 contiene un sitio de interaccion con el ADN,
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mientras en el dominio MH2 se unen las proteinas co-activadoras y co-represoras
de la transcripcion. En el dominio de unién entre los dominios MH1 y MH2 se
encuentran sitios especificos de fosforilacion por parte de MAPK y el sitio de union

a proteinas denominadas Smurf que se encargan de la degradacién de Smad®:.

Figura 4. Sefializacién a través de BMPRII®®
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Sin embargo, estudios recientes en los que utilizan ligandos especificos como
BMP2, demuestran que estos se unen a complejos de receptores de proteinas
morfogenéticas 6seas preformados y expuestos sobre la superficie celular, que se
componen de receptores monomeéricos tipo | y tipo Il, y que de ser asi, esta unién
desencadena la via de sefalizacion dependiente de proteinas Smad, por la
fosforilacion inicial de Smad1/5/8 que como se mencioné anteriormente resulta en
la regulacion de genesblanco especificos. Una segunda via, la cual es Smad-
independiente, es iniciada a través de la oligomerizacién de los receptores*. En
este caso, BMP2 puede inicialmente mediar la oligomerizacion de BMPRI quien

tiene alta afinidad de unién hacia este y subsecuentemente reclutar a BMPRII, el
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cual no tiende a formar homodimeros ya sea con o sin ligando debido a su baja
afinidad por BMP2. La activacion de este complejo resulta en la induccién de la via
de sefializacion p38MAPK para estimular la progresion celular. Por esto se
propone que, el heterocomplejo de receptores BMP permite la sefalizacion
independiente del ligando y segun su estado de oligomerizacién sobre la superficie
celular se determina la via de sefalizacion intracelular; ademas, la alteracion de la
sefializacion Smad dependiente debido a mutaciones reportadas en BMPRII no
puede ser la Unica, ni siquiera la via mas importante corriente abajo de BMPRII

implicada en la patogénesis de la hipertensién arterial pulmonar®® *°.

4.5.2. Mutaciones en el receptores de proteinas morfogénicas tipo Il asociadas a

la hipertensién arterial pulmonar

Hasta la fecha, un total de 298 mutaciones diferentes han sido identificadas en
individuos diagnosticados con HAP independiente de su presentacion clinica. El
espectro de mutaciones en BMPRII comprende todas las clases de mutaciones,
frameshift, missensey non-sense que se presentan sobre todo el marco de lectura
del gen ademas de mutaciones en los puntos de splicing. De manera que, la gran
heterogeneidad de mutaciones identificadas en BMPRII sugiere que estas estan
asociadas con pérdida de la expresion, con inactivacion del producto alélico

mutado o con modificaciones en su funcionalidad®°*,

Tedricamente, las mutaciones podrian ser asociadas con el fendmeno de
haploinsuficiencia o con fendmenos mas severos como el efecto dominante
negativo. No obstante, para BMPRII se ha descrito que segun la ubicacion de la
mutacion a lo largo del gen podria tener una variedad de consecuencias sobre
este, y que de alguna manera segun el tipo de mutacion presente también puede

diferir la severidad clinica de la hipertensién arterial pulmonar®.
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4.5.2.1. Mutaciones non-sense en BMPRII

Mutaciones non-sense o truncadas en el marco de lectura de BMPRII producen
una proteina no funcional, que ademas como medida de control, este mMRNA
consecuencia del gen mutado activa la via de degradacion mediada por
antisentido (NMD: Nonsense Mediated Decay). La via NMD es un mecanismo de
vigilancia del mRNA usado por las células para degradar transcriptos de RNA que
podrian producir proteinas deletéreas, no obstante, la via NDM solo es efectiva
cuando el coddn de stop esta a mas de 50 nucleétidos de distancia del proximo
complejo de splicing de exones, dejando grandes posibilidades de escape a los
productos génicos mutados de BMPRII. Asimismo, existen investigaciones que
demuestran mecanismos de evasion del mRNA que lleva en su secuencia el
coddén de stop prematuro y que no activan la via NMD por mecanismos
moleculares como el empleo de un sitio de re-iniciacion de la traduccion alternativo
que lleva a la expresion de una proteina de diferente longitud y funcionalidad

anormal®.

Asi, la via NMD toma relevancia en la HAP, pues puede modificar el fenotipo
causado por la mutacion eliminando el producto alélico mutado y permitiendo la
expresion del alelo silvestre; causando el fendmeno de haploinsificiencia, que se
propone podria favorecer un fenotipo menos severo en pacientes con HAP,
mientras que mutaciones missense producen un fenotipo que afecta mucho més a
los individuos con HAP pues disminuye su tiempo de vida y favorece la
presentacion mas temprana de la enfermedad con base en el efecto dominante

negativo que produce el gen mutado®’. Figura 5.
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Figura 5. Modelo del potencial impacto de la via NMD sobre la expresion de proteinas de BMPRII*®
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Ademas, estudios recientes plantean como puede instaurarse un manejo
terapéutico tipo especifico de mutacion en BMPRII en pacientes con HAP. En el
caso de mutaciones non-sense el tratamiento con aminoglucosidos (gentamicina)
sobre cultivos in vitro de linfocitos de pacientes con HAP y portadores de
mutaciones truncadas restaura la traduccién a través del coddon de parada
prematuro llevando a la expresion de la proteina con longitud y funcionalidad
normal, platedndose asi la posibilidad de emplear la terapia aminoglucésida para

mutaciones tipo-especificas en BMPRII*.

Por otra parte, se reportd que la disminucion de la expresion del alelo Wild type de
BMPRII en el contexto de haploinsuficiencia (causada por la mutacidon non-sense
heterocigota activadora de la via NMD) pueden reducir alin mas la expresion
BMPR2, por debajo de un “umbral” critico, necesario para la estequiometria del
receptor y funcionamiento de la via de sefalizacion y por lo tanto afecta la
manifestacion clinica de la enfermedad. Entonces, la variabilidad de los niveles de
expresion del alelo Wild type de BMPR2 puede intervenir en la penetrancia de

individuos con HAPF portadores de una mutacién non-sense en el gen BMPRIIPE,
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45.2.2. Mutaciones missense en BMPRII

El impacto de mutaciones missense en BMPRII esta dado sobre la ubicacion
especifica de ésta en el gen, pues se conoce que cada exén génico de BMPRII
esta involucrado en la codificacion para los dominios funcionales de la proteina
BMPR2*" Figura.6. En este sentido, mutaciones en los exones codificantes de los
dominios de unidn al ligando (dominio conservado rico en cisteinas que le permite
a BMPR2 adoptar su configuracion estructural) y de la region proteina quinasa
tienen un importante efecto sobre la funcionalidad del producto proteico. Por
ejemplo, modelos in vitro con lineas celulares y constructos que contienen
secuencias mutantes en el dominio extracelular encontradas en pacientes con
HAPF y HAPI, muestran que: 1) La proteina BMPR2 no sigue el correcto trafico a
nivel celular que le impide ubicarse normalmente sobre la superficie de la
membrana celular. 2) Disminuye su afinidad de union hacia sus ligandos
extracelulares. 3) Afecta sustancialmente la sefializacion de BMPR2 corriente
abajo via proteinas Smad 4) Sufre una pérdida de su conformacién espacial y 5)
Tiene la capacidad de retener en reticulo endoplasmatico a su homodlogo
BMPR1°%,

Figura 6. Estructura del gen BMPRII humano y sus respectivos dominios codificantes®’.
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Mutaciones missense en el dominio proteina quinasa de la proteina BMPR2,
tienen diferente efecto sobre la exposicion de la proteina a nivel membranal, pues
mutaciones consistentes en cambios de residuos de aminoacidos cisteina exhiben
un patron de retencion parcial a nivel citoplasmatico y disminucion en la afinidad
de union con sus ligandos, mientras que sustituciones por residuos no cisteinas
permiten la normal exportacion del receptor sobre la superficie celular y mantienen
su afinidad hacia los ligandos. Sin embargo, en cuanto a la activacion de la
sefalizacion celular mediada por proteinas Smad, todos los mutantes en el
dominio proteina quinasa sufren una disminucién en la activacion de dicha via
ademas de que directamente tienen menos capacidad de fosforilar y activar a
BMPRI permitiendo establecer que el domino quinasa de BMPR2 parece ser
suficiente para favorecerla interaccién y activacion de BMPR1 y por ende la
sefializacion corriente abajo**°*°2,

Finalmente, el dominio intracitoplasmatico de BMPR2, corresponde al dominio
mas conservado a nivel evolutivo®, del que hasta hace poco, las mutaciones
carecian de significancia; no obstante, se indica experimentalmente que este
dominio intracitoplasmatico tiene una funcion especial al tener interaccion con
proteinas descritas en Drosophila conocidas como Trb3, proteinas tipo proteina
guinasa con dominios de union a ATP y dominios con actividad catalitica, cuya
funcién principal hasta el momento es inducir la degradacion de proteinas Smurf
via proteosoma, importantes inhibidores de la via Smad. De manera que, Trb3 se
encuentra normalmente inactiva unida al dominio C-terminal de BMPR2 y es
liberada y activada solo tras el inicio de la sefializacién celular mediada por Smad
con el fin de permitir la potenciacion de la misma evitando la accién de inhibidores
de la via como Smurf mediante su degradacion. Asi, mutaciones en el dominio
mas conservado de BMPR2 tiene repercusiones a nivel de la modulacion y
activacion de proteinas encargadas de la degradacion de proteinas inhibidoras de

la cascada de sefializacion corriente abajo de BMPR2%,
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La presentacion de las diferentes mutaciones sobre BMPRII ha hecho posible
establecer un modelo en el que se representa la manera en la que se afecta la
estequiometria del receptor (que en términos simples de presentacion membranal
del receptor obedece a dos receptores tipo 2 y dos receptores tipo 1 por cada 2
ligandos) y de esa manera como se afecta la funcionalidad de toda la via de
sefalizacion mediada por este. Se propone que mutaciones non-sense, descritas
anteriormente, productoras del fendmeno de haploinsuficiencia debido a la usencia
de un mondémero del receptor BMPR2 mutado y degradado via NMD llevan a la
primera causa de la perturbacion estequiométrica del receptor, y ahora bien
mutaciones missense en el dominio quinasa de BMPRII que impactan
drasticamente la activacion y reclutamiento de BMPRI dada la retencién del
receptor mutado en compartimientos intracelulares y que por ende presenta una
segunda causa del desequilibrio estequiométrico debida a la deficiente interaccion
entre BMPR1/BMPR2, asi en conjunto, mutaciones missense y non-sense llevan a
la falla del balance estequiométrico que se requiere para que la via a expensas de

BMPRII ejerza su funcién®?.

No obstante, dentro de las alternativas terapéuticas para tratar de restablecer la
estequiometria adecuada de los receptores de proteinas morfogenéticas 6seas, el
tratamiento con aminoglucésidos a pesar de estar restringido a mutaciones non-
sense puntuales y solamente comprobado in vitro, parece ser una de las
soluciones para mejorar el equilibrio estequiométrico de BMPR2, resaltando una
vez mas la necesidad de estudiar el tipo de mutacién presente en el gen BMPRII

dadas sus implicaciones fisiopatolégicas***®®. Figura. 7.
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Figura 7. Modelo del desequilibrio estequiométrico en la sefializacién de BMPRII en Hipertension
Arterial Pulmonar. i) Equilibrio estequiométrico de BMPRII, ii) Mutaciones non-sense o frameshift
productoras de la perturbacion estequiométrica de BMPR2 a causa de la haploinsuficiencia, iii)
mutaciones missense que disminuyen la activacion de BMPR1 a causa de la
compartimentalizacion de BMPR2 a nivel intracelular, iv) Posible restauracion del equilibrio
estequiométrico: tratamiento aminoglucésido®.
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Estudios clinicos comparativos de pacientes portadores o no de mutaciones en
BMPRII revelan diferencias significativas en la severidad hemodinamica de la HAP
y ademas diferencias en la respuesta a los test de vasodilatadores, utilizados
como parametro preliminar junto con criterios clinicos antes de instaurar el manejo
terapéutico apropiado para cada paciente, concluyéndose que pacientes
portadores de mutaciones en BMPRII exhiben una mayor severidad
hemodinamica y una menor respuesta a los test de vasodilatacion, proponiéndose
que el estudio genético de BMPRII deberia emplearse al instaurar el manejo
terapéutico a los pacientes con HAP y que la identificacién especifica del tipo de

mutacién en BMPRII podria tener implicaciones pronésticas®®.
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4.5.2.3. Splicing Alternativo de BMPRIIl y HAP

BMPR2 mediante mecanismos de splicing alternativo produce dos trascriptos:
Isoforma A e Isoforma B. La isoforma A, corresponde al receptor BMPR2 completo
codificado por los 13 exones, mientras que la isoforma B, es mucho mas pequefia
debido a la pérdida del ex6n 12 y su transcripcion es muy rara. Figura 8. Sin
embargo, esta isoforma B se ha encontrado en pacientes con HAP de origen
familiar y su funcion hasta ahora es desconocida. En el estudio de Cogan et
al®®*compararon niveles de ambas isoformas de BMPR2 en individuos portadores
de mutaciones clasificadas como NMD+ 6 NMD-, dividiéndolos en dos grupos —
afectados (con HAP) y no afectados -. Encontrando que, individuos no afectados
portadores de la mutacién tenian niveles inferiores de la isoforma B en
comparacién de los portadores afectados (P= 0.002). Ademas, mediante
secuenciacion exonica identificaron en la secuencia del exdn 12 un potencial sitio
de splicing que tiene gran afinidad por el factor de splicing SRSF2, proteina
conocida por favorecer la inclusion exdnica pese a la presencia de los sitios de
splicing alternativos. Asi, al estudiar la expresion de SRSF2 en ambos grupos
demostraron que esta proteina tenia menores niveles en portadores afectados, y
que esto explicaria el aumento de la isorfoma B en los individuos con HAP de
origen familiar. Estos datos indican entonces coOmo mediante mecanismos de
splicing alternativo de BMPR2 se contribuye a la penetrancia reducida de la HAP y
el rol de SRSF2 en la patogénesis de la enfermedad. Por lo tanto, estos datos
sugieren que, si bien una mutacion BMPR2 crea susceptibilidad basal, un
determinante importante de la penetrancia de la enfermedad parece ser la
expresion relativa mas alta de la Isoforma B producto de splicing alternativo.
Debido a que el empalme se puede manipular in vivo por algunos farmacos, estos
resultados segun los autores sugieren que la manipulacion del splicing alternativo
de BMPR2 debe explorarse como una nueva posible intervencién en la HAP de

origen familiar®®.
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Figura 8. Isoformas de BMPR2. A: Isoforma A. B: Isoforma B*
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4.5.2.4. Defectos en el citoesqueleto asociados a mutaciones en BMPRII

Se conoce que BMPR2 interviene en las funciones del citoesqueleto celular
uniéndose y regulando proteinas relacionadas como LIMK y SRC, ademas de
intervenir en la migracion y adhesion celular en la vasculatura pulmonar. Mediante
estudios experimentales se encontré disfuncion en las GTPasas Rho (Racl,
Cdc42 y RhoA), un grupo proteinas que pertenecen al grupo de
pequefiasproteinas de sefalizacion asociadas a proteina G. GTPasa Rho controla
la dindmica de los microtubulos, polarizacién, migracion, adhesion y angiogénesis
celular®”. En un modelo murino se demostré que la arquitectura del citoesqueleto
de células endoteliales de la microvasculatura pulmonar es defectuosa en los
casos de ratones portadores de mutaciones en BMPRII en comparacién con
ratones control, defecto producido por la sobre activacién de proteinas Rho, y que

resulta ser comun en todas las clases de mutaciones en BMPRII®®, Figura 9.
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Figura 9. Células endoteliales microvasculares pulmonares (PMVEC) cultivadas de ratones con
BMPRII mutante (Bmpr2™°®) y control. Las células con BMPRII mutante tienen defectos en la
arquietectura del citoesqueleto, incluyendo la falta de fibras de actina (superior), microtibulos
truncados (centro), y moléculas de cadherina desorganizadas (inferior)*.
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4.5.2.5. Trafico celular en HAP y BMPRII

La cuestion del trafico intracelular disfuncional en la HAP se basa en las
observaciones que revelan una relacién inversa entre los niveles de caveolina-1
(Cav-1) y las balsas lipidicas de la membrana plasmatica y el desarrollo de la HAP
en modelos murinos®. Por otra parte, el aumento de la vacuolizacién, aumento de
las pilas de Golgi, y el aumento en superficie del reticulo en células de musculo
liso de la arteria pulmonar fueron también descritos por Jaenke et al’® en HAP
producida por hipoxia en modelos bovinos. Particularmente, se ha encontrado
aumento de acumulaciones de cuerpos de Weibel-Palade (vesiculas exociticas) e
inhibicion del trafico vesicular anterogrado. Figura 10. Es pertinente destacar que
los datos recientes en la literatura muestran que la biologia celular del transito
trans-citoplasmatico de sefalizacion hacia el interior de la membrana plasmatica y

hacia el nucleo por las vias de sefalizacion de BMPR2 que implican a la familia
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Smad y STAT3 se asocian con la via endocitica de trafico vesicular caveolar que,

por definicién, debe por lo tanto incluir proteinas NSF, SNARE y SNAP.”

Figura 10.Tréfico intracelular disfuncional en la biopatologia de la HAP®. (A) Sefializacién desde la
membrana plasmética al nucleo a lo largo de las vias de sefializacion asociadas a membrana:
BMP/Smad, TGFB/Smad2, y IL-6/PY-STAT-3. Las vias IL-6/STAT3 y BMP/Smadestan
inversamente relacionadas con la pérdida cav-1 en las balsas lipidicas. (B) Los mecanismos de
blogueo del Aparato de Golgi en la HAP. Monocrotalina (MCTP) e hipoxia conducen a una captura
de vesiculas y moléculas de anclaje en el aparato de Golgi de las células endoteliales arteriales
pulmonares afectadas. Esto conduce al bloqueo en el trafico anterégrado de proteinas de carga
vasorelevantes como cav-1 y eNOS.eNOS intracelularmente secuestrado produce NO, que puede
atraer proteinas ricas en cisteina como NSF, inhibiendo aun mas el trafico. Mutantes de
BMPR2atrapados en Golgi también pueden bloquear potencialmente el trafico de proteinas de
carga a la membrana plasmaética.
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Las observaciones de Zhao et al’“en las que ratones knockout para Cav-1
desarrollan espontaneamente la hipertension pulmonar y miocardiopatia dilatada y
los informes de que Cav-1 y Cav-2 se reducen en las células de las lesiones
plexiformes en los pacientes con HAP severa, aumentaron el interés del estudio
del trafico intracelular en la HAP. El enfoque inicial de la HAP y el trafico celular se
centréen términos de la estructura y funcion de las balsas lipidicas de membrana

plasmatica y sus caveolas en el trafico de proteinas vasorelevantes a regiones
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subcelulares especializadas activadas por un ligando en la superficie celular y los
efectos en la transmision a partir de balsas de membrana plasmatica de las

células endoteliales arteriales pulmonares (PAEC)"2.

En los ultimos afios, este enfoque se ha expandido en consideracion a las amplias
disfunciones en el trafico vesicular anterégrado y retrogrado en el desarrollo de la
HAP’3. Numerosos estudios han dilucidado los mecanismos moleculares y
vesiculares involucrados en el trafico de receptores de factores de crecimiento y
citoquinas vasorelevantes (como ejemplo, el trafico de BMPRI y BMPR Il) desde el
reticulo endoplasmico (RE) a través del aparato de Golgi y de alli a la membrana
plasmética. Sorprendentemente, se ha demostrado que las mutaciones de
sustitucion de cisteina en el dominio de unién a ligando extracelular (como C60Y )
bloquean el trafico de la proteina del receptor BMPR2 mutante a la membrana
plasmatica con aumento de la retencion y el secuestro en compartimentos
intracitoplasmaticos , incluyendo el aparato de Golgi®®*™*. Ademas, los mutantes
con sustituciones de cisteina en el dominio quinasa (como C347Y) también son
secuestrados en gran medida en compartimentos perinuclear/intracitoplasmaticos.
Mientras que los mutantes de la cola citoplasmica se ha visto que siguen un tréafico
correcto hasta la superficie celular. Asi, el secuestro intracitoplasmatico de estas
proteinas mutantes es claramente indicativo, a primera vista, de la disfuncién del
trafico intracelular. Por otra parte, se ha demostrado que las formas mutantes de
BMPR2 atrapadas en Golgi se pueden unir al BMPR funcional tipo 1 y ejercer un
efecto dominante negativo. Por tanto, la pregunta es si la captura de las proteinas
mutantes BMPR2 en el ER/Golgi conduce a un efecto dominante negativo sobre el
trafico de otras proteinas a través de ese organulo. Esta pregunta apunta a una
forma diferente de abordar el tema de la baja penetrancia en HAP de origen

familiar, pese a esto, estas preguntas siguen sin respuesta en el momento actual™.
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4.6. PENETRANCIA, GENES MODIFICADORES Y HAP

Un hecho importante es la baja penetrancia de las mutaciones en BMPR2
relacionadas con la HAP, pues experimentalmente se ha comprobado que
robustos modelos murinos transgénicos para mutaciones en BMPR2 poseen
penetrancia incompleta de la enfermedad, y que también algunos casos humanos
en los que existen individuos portadores de mutaciones en BMPR2 no tienen
ninguna expresion clinica de la enfermedad’. Se ha calculado una penetrancia en
el 20%. Ello implica que deben existir otros factores asociados a ellas, ya sean
genéticos o ambientales, para que se desarrolle la enfermedad. Recientemente se
ha observado que la penetrancia parece estar modulada por el grado de expresion
de BMPR2 no mutado®.

West et al mediante analisis de expresion y linfocitos B inmortalizados con virus
del Epstein Barr procedentes de pacientes con mutaciones del gen BMPR2 con
HAP y de familiares portadores de la mutacion pero que no habian desarrollado la
enfermedad, identificaron cambios en el nivel de expresion de CYP1B1 (una
enzima involucrada en el metabolismo de los estrégenos) correlacionados con
penetrancia de la enfermedad en los pacientes con HAP. CYP1B1 mostr6 niveles
de expresion 10 veces inferiores en pacientes de sexo femenino con HAP en
comparaciéon con los controles’®. Esta enzima metaboliza los estrégenos en
metabolitos 2-hidroxi y 4-hidroxi’’. Esta reaccién esta en competencia directa con
otras enzimas del citocromo P450 que metabolizan los estrdgenos a metabolitos
16-alfa-hidroxi, en las que se ha demostrado su significativa actividad mitogénica y

protumorigénica’®.

Otros factores de riesgo candidatos para explicar la penetrancia incompleta de la
HAP se han identificado en varios estudios, por ejemplo, los polimorfismos en el
transportador de serotonina (SERT 6 5-HTT). Con base en esto, los datos son
contradictorios, algunos estudios indican una asociacion con los polimorfismos de

SERT y HAP, mientras que otros no muestran ninguna relacién’®. Algunos factores
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de riesgo se han asociado con variedades de HAP en la poblacién pediatrica
(como polimorfismos de la ECA y la hipertension pulmonar persistente del recién
nacido o polimorfismos en CPS-1 y la hipertensién pulmonar después de la
correccion quirargica de defectos cardiacos congénitos), pero no en la poblaciéon
adulta HAP. Los polimorfismos en varios de estos genes candidatos modifican la
expresion de la hipertension pulmonar de adultos en circunstancias muy
especificas, como la hipertensién pulmonar asociada a EPOC, la hipertensién
pulmonar tromboembdlica crénica, hipertension pulmonar inducida por el ejercicio
y la hipertension portopulmonar. En una investigacion mas amplia por Machado et
al donde estudiaron polimorfismos SERT en pacientes con HAP en los que se
habia identificado previamente mutaciones en BMPR2, no se detectd ninguna
influencia modificadora de los polimorfismos de SERT en la expresién de la

enfermedad (por ejemplo, la gravedad, la edad de inicio, curso clinico, etc)®.

Si bien el estudio de polimorfismos en genes modificadores biolégicamente
plausibles para HAPF y HAPI ha demostrado ser minimamente informativo, la
creciente disponibilidad de los estudios de matrices génicas han permitido la
identificacion de genes modificadores o0 vias potenciales previamente
insospechadas. En particular, los cambios en las vias involucradas en la
regulacion del citoesqueleto, la respuesta al estrés, el metabolismo celular y la
inflamacion han sido identificados como posibles contribuyentes a la HAPI y/o
HAPF®!, Estos estudios se han realizado en modelos murinos de la enfermedad,
en el ser humano en muestras de pulmoén, y en células circulantes de pacientes
humanos y de controles. Los modelos de ratéon tienen la desventaja de no
representar la enfermedad humana real, sino s6lo una aproximacion, y tienen la
posibilidad adicional de representar vias que solo son relevantes en roedores. Los
estudios en pacientes humanos estan sesgados porque estos ya tienen instaurada
la HAP y ya se ha afectado a la persona a un nivel lo suficientemente grave como
para permitir el diagnéstico clinico, y por lo tanto la informacion sobre el origen de

la enfermedad es sélo clara en retrospectiva®.
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5. METODOLOGIA

5.1. Tipo de estudio

Descriptivo de corte transversal

5.2. Tamafo de la muestra

El tamafio muestral inicialmente se calcul6 en Statcalc de Epilnfo Versién 6 (CDC,
Atlanta) bajo un poder del 80% para un total de 37 individuos a incluir, sin
embargo en razon de que transcurrido el primer afio el reclutamiento de pacientes
fue minimo y ante el hecho de que no existe un conocimiento local de frecuencia
de la enfermedad se decidi®6 un muestreo por conveniencia consistente en la
inclusién de los casos diagnosticados con HAP familiar o idiopatica en el hospital
de la Misericordia y de la Fundacién Santa Fe de Bogota bajo criterios clinicos y
paraclinicos estandarizados por las Asociaciones de Cardiologia Pediatrica y
Pulmonar en un periodo de tiempo de dos afos (2012 y 2013), lo cual resulté en
una muestra de 19 pacientes. La incidencia reportada para otras poblaciones es
de 2 casos nuevos por millén de habitantes al afo, lo cual para la poblacion total

en Bogota implicaria 32 casos nuevos en ese periodo de tiempo.

5.3. Ingreso al estudio

Una vez que el consentimiento informado fue leido, aceptado y firmado por los
padres y el propio paciente cuando fue el caso, se procedié a completar el formato
de historia clinica con los datos personales, los datos clinicos asociados al inicio y
curso de la enfermedad, la historia familiar con elaboracion de un arbol

genealdgico que incluyé por lo menos 3 generaciones y los datos
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socioecondmicos. El consentimiento informado recibio su aprobacion por el comité

de Etica de la Universidad Nacional de Colombia — Facultad de Medicina.
5.3.1. Criterios de seleccidn
5.3.1.1. Criterios de Inclusién

» Pacientes a quienes les haya sido diagnosticada HAP idiopatica o familiar
por cardidlogo pediatra bajo los criterios clinicos estandarizados (PAPm > a
25 mm de Hg en reposo o mayo de 30 mm de Hg durante ejercicio) antes
de sus 18 afios de edad.

» Pacientes diagnosticados con HAP mediante cateterismo cardiaco derecho.

= Pacientes a quienes se les haya descartado una causa que explique su
hipertension pulmonar

= Aceptacion para participar en el estudio y firma del consentimiento

informado.

5.3.1.2. Criterios de Exclusién

= Pacientes con HAP de causa conocida asociada a su HP

= Ausencia de datos de historia clinica o seguimiento

5.3.2. Caracterizacion clinica y funcional de pacientes con hipertensién arterial

pulmonar

El diagnéstico de HAP se establecié mediante estudio hemodinamico pulmonar en
todos los casos, y se definié por la presencia de presién arterial pulmonar media
(PAPmM) = 25 mmHg, en ausencia de otras causas asociadas diferentes a las

mencionadas en el grupo | de la clasificacion de Dana Point.
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Pacientes con familiares en primer grado diagnosticados con HAP mediante
estudio hemodinamico se clasifican con el diagnostico de hipertension arterial

pulmonar familiar (HAPF)

5.4. FASE PRE ANALITICA
5.4.1. Muestras

Sangre periférica en un volumen de 5 ml por tubo con anticoagulante EDTA para

cada uno de los pacientes incluidos en el estudio. Unica muestra.

5.4.2. Extraccion de ADN

Se realizd la extraccibn de ADN de sangre total mediante el Ultra el kit de
extraccion Ultra Clean Blood DNA Isolation (MOBIO Laboratories, USA®)
siguiendo el protocolo del fabricante. EI ADN obtenido fue cuantificado por

espectrofotometria en un equipo Nanodrop2000®, ThermoScientific®.

5.5. FASE ANALITICA
5.5.1. Amplificacion del gen BMPRII

La deteccion molecular de gen BMPRII de los pacientes incluidos en el estudio se
realizd por PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) convencional y la variante
PCR-touchdown (PCR-TD). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando los
16 sistemas de iniciadores (primers) descritos Sztrymfet al*® en el 2008 y algunas
modificaciones hechas por los investigadores a fin de amplificar los trece exones
del gen a estudio. En la Tabla 4 se observan las caracteristicas de los cebadores
disefiados. Como controles positivos y negativos de la reaccion de PCR, se

usaron en su orden, DNA de linfocitos de sangre periférica (Control Positivo) y

-62-



agua calidad biologia molecular (Control Negativo). Estos protocolos se realizaron
en el termociclador MyClycler® (BIORAD)

Dado el tamafio del exon 12 del gen BMPRII, se decidio realizar su amplificacion
utilizando dos juegos de cebadores y lograr cubrir el tamafo de este y mejorar los
resultados de la secuenciacibn como paso posterior a la amplificacion. Para los
exones 1,3,4,5,7,8,9,10,11,12-1,12-2 y 13 el protocolo de PCR que se desarrollo
fue convencional como cualquier otra PCR disefiada para la amplificacion de ADN.
Las condiciones de estandarizacion se muestran detalladamente en la Tabla 5 y
Figura 11.

Tabla 4. Cebadores disefiados para la ampliacion exédnica del gen BMPRII

CEBADORES GEN BMPRII

. LONGITU | LONGITUD
EXON SECUENCIA Tm |%GC D PRODUCTO
EXON 1
PRIMER 59,4
FOWARD CAGTCCACGGGAGAGAAGAC 7 60 20 071
PRIMER 62,8 | 57,8
REVERSE ATGGCGAAGGGCAAGCACA 7 9 19
EXON 2
PRIMER 60,3
FOWARD CGAGGGGATTGCTTTTGGGA 2 55 20 567
PRIMER 63,3 | 52,1
REVERSE TGCTGGAATTACAGGCATGAGCC 8 7 23
EXON 3
PRIMER 58,5
FOWARD AACTGTTTCATAGCTTACACGTACT| 5 36 25 419
PRIMER 52,3
REVERSE CCAAAGTGCTGGCATTACAGG 598 | 8 21
EXON 4
PRIMER 59,0 | 45,4
FOWARD TTCTAAAGGGCAGTCTGTCAGT 3 5 22 315
PRIMER 47,6
REVERSE GAGGCTGGGTGTATTTTGCAT 589 | 2 21
EXON 5
PRIMER 59,7 | 45,4
FOWARD TCCCAGAATTTGGCTTTCATGC 7 5 22 496
PRIMER 58,8 | 45,4
REVERSE TTCAAATAGAAGCCCCAGGAGA 1 5 22
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EXON 6

PRIMER 59,4 | 43,4

FOWARD ACTGTAAGCAACAGAGAGCTGTA 3 8 23 574
PRIMER 60,4

REVERSE CAAGCAATTCTCATGCCTCAGC 8 50 22

EXON 7

PRIMER CTTCATGGAATCCTAGCCTATTTG | 59,8

FOWARD C 2 44 25 485
PRIMER 60,4

REVERSE GATAGCCTCCAGGTAGCCCA 7 60 20

EXON 8

PRIMER GTGATGAGTGTGAGTTGAAATTCC | 60,6

FOWARD G 2 44 25 598
PRIMER 59,5 | 45,4

REVERSE CTGTGCCCGGCTAATTTTTGTA 1 5 22

EXON 9

PRIMER AGGTTTAATGACATGGTTAGGGTC | 59,9

FOWARD A 9 40 25 454
PRIMER 58,9 | 47,6

REVERSE TCCTAATTTGCATCCTGCTGC 7 2 21

EXON 10

PRIMER 59,4 | 43,4

FOWARD AGGATTTCCAAATGTGCCTGAAG 9 8 23 405
PRIMER 45,4

REVERSE GTGGCATTAGGCAACTCCAAAA | 597 | 5 22

EXON 11

PRIMER 57,7 | 45,4

FOWARD GCATGTTCCGTAATCCTTGAAG 2 5 22 441
PRIMER GGTAATCATTGAACTATTAGGCTG | 57,5

REVERSE G 6 40 25

EXON 12-1

PRIMER CAGAGGTGTTAAATTTGGAGAGAC

FOWARD A 59 40 25 251
PRIMER 58,1

REVERSE CTCTTGGGAAGGTTCTGCTG 8 55 20

EXON 12-2

PRIMER 58,2 | 52,6

FOWARD CTGCAAATGGCCAAGCATG 4 3 19 240
PRIMER 59,5 | 47,6

REVERSE AAATGGCCCCAAAAGACACAC 8 2 21

EXON 13

PRIMER 59,0

FOWARD CACCCTCCTGAGACATTGGT 1 55 20 458
PRIMER

REVERSE GGGTGCTGACAGGAGGATAA 58,8 | 55 20
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Tabla 5. Condiciones de estandarizacion de PCR para exones 1,3,4,5,7,8,9,10,11,12-1,12-2 y 13

CONDICIONES PCR CONVENCIONAL PARA BMPRII

Exon | Ex6n | Ex6n | Ex6n | Ex6n | Ex6n | Ex6n | Ex6n | Ex6n | Ex6n Exo6n Exoén

Reactivo 1 3 4 5 7 8 9 10 11 12-1 | 1222 13
Volumen en pl
H.0 biomol | 162 | 16,0 | 16,0 | 16,21 16,0 | 15,7 1 16,0 | 155 | 1600 | 16,00 | 16,00 | 16,00

5 0 0 5 0 5 0

Buffer 10X 250 (250 ] 250 (250] 250250250 250 | 2,50 2,50 2,50 2,50

mmer F10 1100 [ 1,00 [ 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 100 | 200 | 1,00
mmer R10 1100 | 1,00 | 2,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 100 | 1,00 | 1,00
MXANTPS 4 1 125 | 1,25 | 1.5 | 125 | 1,25 | 1,25 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 1.25

MgCl25 mM 0,75 (100 | 100 (0,75] 100|125 | 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00 1,00 1,00

Taq 5Und/ul | 0,25 | 0,25 [ 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 0,25 0,25 0,25

ADN 2,00 | 2,00 | 2,00 { 2,00 | 2,00 | 2,00 | 2,00 | 2,00 | 2,00 2,00 2,00 2,00

25,0 | 25,0 | 25,0 | 25,0 | 25,0 | 25,0 | 25,0
0 0 0 0 0 0 0 25,00 | 25,00 | 25,00 12,50 | 25,00

Vol Final

Figura 11. Ciclos y temperaturas estandarizadas para cada PCR

. Tm

Exon °C) ; ; D
1 63,8 95°C 95°C 95°C , ,,
3 Gé 05:00 | 00:20 72° 00-20 72°C 72°C
4 65 00:30) 00:30 07:00
J 61 00:30 50°C
7 61 00:30
8 68
9 63,7
10 68
11 65

12-1 65

12-2 | 65 1 2 (30X) 3 (15X) a
13 65

55.1.1. PCR-touchdown.

La PCR-Touchdown (PCR-TD) ofrece un medio sencillo y rapido para optimizar la
PCR, aumentando la especificidad, sensibilidad y rendimiento, sin necesidad de

largos procedimientos y/o el redisefio de cebadores. PCR-TD emplea una
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temperatura inicial de anillaje por encima de la temperatura de fusion proyectada
(Tm) de los cebadores que se utilizan. Al principio de la etapa del ciclo, la
temperatura de anillaje se ajusta de 5 a 10°C mas en referencia al Tm de los
cebadores. Mientras que la temperatura es alta, se favorece solamente el anillaje
especifico entre el cebador y el molde de ADN y por lo tanto, solamente productos
especificos seran amplificados. A continuacibn un descenso progresivo de
temperatura a lo largo de ciclos sucesivos terminara el ciclo de anillaje (2 a5°C
por debajo de la Tm de los cebadores). Asi, puesto que los productos especificos
ya han sido amplificados y estan presentes en exceso, se amplificaran

preferentemente a las temperaturas inferiores de anillaje que son permisivas.

La PCR-TD es particularmente atil para protocolos que son dificiles de
estandarizar, pero también se puede utilizar de forma convencional para mejorar la

especificidad y la formacion de producto.

La PCR-TD se utiliz6 para la optimizacion de la amplificacion de los exones 2 y 6.
La PCR-TD se ejecuté con un intervalo de 10°C de descenso partiendo del Tm
dado en el inserto para cada exén. Las condiciones de estandarizacion se

muestran detalladamente en la Tabla 6 y Figura 12.

Tabla 6. Condiciones de estandarizacion de PCR-TD para exones 2 y 6.

CONDICIONES PCR-TD PARA
BMPRII

Reactivo Ex6n | Exén

2 6

Volumen en pl

H,O biomol 16,25 | 16,00
Buffer 10X 2,50 | 2,50
Primer F 10 pm 1,00 | 1,00
Primer R 10 pum 1,00 | 1,00
MixdNTPs 4 mM 1,25 | 1,25
MgCl,5 mM 0,75 | 1,00
Taq 5 Und/ul 0,25 | 0,25
ADN 2,00 | 2,00
Vol Final 25,00 | 25,00
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Figura 12. Ciclos y temperaturas estandarizadas para PCR-TD

Exén | Tm (°C)
66 con 95°C 95°C a5°C
2 descenso R l - S
de 1°C os-00 | ooz0 00:30
Tm . 00:30 07:00
60 con 00:20) .
6 descenso GTEn 50°C
de lOC 00:30
1 2 (30X) 3 (15X) 4

5.5.1.2. Secuenciacion de BMPRII

Se realizd secuenciacion directa de 11 exones del gen BMPRII, teniendo en
cuenta el soporte cientifico que indica que las mutaciones encontradas en el gen
BMPRII se localizan en los 11 exones iniciales de este gen, y ademas mutaciones
localizadas en los exones 12 y 13, en estudios in vitro, no afectan la funcionalidad
del receptor y por ende no se involucran con el mecanismo natural de la

enfermedad®8424351,

Para la secuenciacion, se emplearon los primers descritos en la Tabla 2. Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo bajo las condiciones
estandarizadas y descritas anteriormente. Los productos de amplificacion
obtenidos se verificaron en electroforesis en gel de agarosa al 2%, 80V por 40
minutos, utilizando el marcador de peso molecular Mass Ruler® DNA ladder low
range. Se empled el agente intercalante SYBR Safe® para la visualizacion de los
productos en el foto-documentador SYNGENE®, MultiGenius, software Gene
Snap (SynGene®).

Posterior a la amplificacion, con el kit Pure Link®(Invitrogen) se realizé la

purificacion de los amplicones, empleando para ello 23uL del producto de reaccién
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de PCR, 92 uL de Binding Buffer con isopropanol adicionado (4 volimenes de
producto), se trasladé el volumen total a una columna de silica del kit y se
centrifugé a 10.000g por 1 minuto. En un segundo paso, se utilizaron 600 pL de
Wash Buffer (etanol) para el lavado de la columna, centrifugando 1 minuto a
10.000 g. Tras evacuacion del tubo colector se repitio el centrifugado a 15.000 g
por 2 minutos para retirar por completo cualquier residuo de etanol. Finalmente se
adicionaron al centro de la columna 50uL de buffer de elusion (Tris) dejando
incubar por 2 minutos a temperatura ambiente para luego centrifugar a maxima
velocidad (16.000g) por 2 minutos, obteniendo finalmente el producto purificado a
secuenciar. También, se realiz6 la verificacion del protocolo de purificacion en gel
de agarosa al 2%, 80V por 40 minutos, utilizando el marcador de peso molecular
MassRuler® DNA ladder low range Se empleé el agente intercalante SYBR Safe®

para la visualizacion de los productos en el foto-documentador

Para la secuenciacién, se emplearon por reaccién 10uL de producto purificado
mas 1,2 uL de primer (forward o reverse) para cada exén y por cada paciente. Por
ende, por cada amplicon se enviaron 2 muestras para realizar secuencia forward y
reverse, utilizando el kit de secuenciacion Big Dye Terminator 3.1 (Applied
Biosystems®), siguiendo instrucciones del fabricante. Los productos de la reaccién
de secuencia se purificaron nuevamente usando el kit Big Dye® XTerminator™
Purification kit (Applied Biosystems) y fueron analizados en un secuenciador

Genetic Analyzer de 8 capilares/50cm(Applied Biosystems).

5.5.1.3. Andlisis de secuencias

Con el programa Chromas Lite 2.1.1. (McCarthy 1996) se revisaron en detalle las
secuencias obtenidas verificando asi su calidad e idoneidad para los posteriores
analisis, procediendo a la edicibn de cada secuencia y obtencion de los

respectivos formatos FASTA.
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Las secuencias FASTA fueron sometidas a comparacion contra el genoma de
referencia mediante la herramienta BLASTN
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blasthn&PAGE_TYPE=BlastSea
rch&LINK_LOC=blasthome), para asi identificar las mutaciones. Empleando la
herramienta Translate de Proteomics tools (ExPASy: http://www.expasy.org/) se

obtuvo la secuencia de aminoacidos de las mutaciones encontradas.

5.5.1.4. Andlisis Estadistico

Los datos se tabularon y se expresaron como media + SD para las variables
cuantitativas y como porcentaje sobre los valores absolutos para las cualitativas.
Luego se corrid6 un modelo de regresiéon lineal multivariado para determinar el
efecto de la mutacion en el endofenotipo y determinar su significancia estadistica
(p<0,05) en comparacion con los individuos no portadores en el software SPSS
Statistics 22.0

5.6. FASE POST ANALITICA

5.6.1. Descripcién de las variables

Se planted una descripcion de las principales variables clinicas de los pacientes y

elaboracion de arboles genealdgicos en los casos de las mutaciones encontradas.

5.6.2. Analisis bioinformatico de la repercusién de las mutaciones en la estructura

tridimensional del receptor BMPR2
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Se realiz6 la busqueda de la estructura cristalizable de la proteina BMPR2 en la
base de datos Protein Data Bank (PDB: http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).
Dado que solo se encontro estructura cristalizable para la fraccion correspondiente
a los dominios extracelulares y proteina quinasa, bajo los codigos de acceso
2HLQ y 3G2F respectivamente, se procedié a realizar la prediccion de la
estructura terciaria de la proteina. El modelamiento se realizd por threading
(Reconocimiento de Plegamientos, es un método para modelar proteinas cuyos
plegamientos son similares a otras estructuras ya conocidas por cristalografia,
pero que carecen de proteinas homologas para realizar modelamiento

comparativo).

Se empled el servidor I-TASSER (iterative threading assembly refinement).Al
ingresar la secuencia de aminoacidos de la proteina BMPR2, I-TASSER busca en
PDB templetes o platillas con plegamientos similares por LOMETS (locally
installed meta-threading approach) que compara los HMMs (perfiles o modelos
ocultos de Markov) de la proteina problema contra los HMMs de las proteinas de
PDB. Dado que probablemente no se encuentre un templete de calidad para
predecir el modelo, se gener6 un C-score bajo, lo que hizo necesario un
modelamiento ab initio con I-TASSER. El servidor entonces uso el Set de sefiuelos
| (Decoy Set I). Con este set el esqueleto estructural fue construido por simulacién
ab initio y los atomos de las cadenas laterales fueron afiadidos por Pulchra
(reconstruccion de todas las representaciones atomicas de la proteina a partir de
modelos de baja resolucion basados en cadenas laterales). El ensamblaje de los
fragmentos se realiz6 a través de simulaciones de Monte Carlo modificadas,
método que implementa varias simulaciones réplica en paralelo a diferentes
temperaturas. Los limites de energia son aplanados por una funcién hiperbélica
para dar velocidad a las simulaciones. Los términos estadisticos del campo de
fuerzas comprenden los puentes de hidrogeno, las correlaciones Ca/cadenas

laterales y los valores de hidrofobicidad.

Posterior al threading, se selecciond la estructura simulada para BMPR2 que

poseia el C-score mas bajo y se visualizd su estructura en el software Phyton
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Molecule viewer (Version 1.5.6. 2013). Paralelamente, se utilizd la plataforma
Yang Zhang de I-TASSER (unified platform for automated protein structure and
function prediction) evaluando la calidad geométrica y estereoquimica del modelo
realizado y ademas, la medicién de la desviacion de la raiz media cuadratica
(RMSD) validado a demas por el plot de Ramachandran ejecutado en RAMPAGE
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). Este analisis se realiz6 para
el BMPR2 silvestre y los BMPR2 mutantes encontrados en la secuenciacion.
Ademas se analiz6 el grado de conservacion del aminoacido V21 en la secuencia
proteica de BMPR2 en el software SeattleSeq Annotation 138
(http://snp.gs.washington.edu/SeattleSegAnnotation138/) para calcular el score de
consScoreGERP, el cual al establecer las propiedades fisicoquimicas de cada
aminoacido identifica que aminoacidos que se rechazan a la estructura de la
proteina a estudio y asi establece que elementos son restringidos a través de los
procesos de seleccién en complejos modelos estadisticos®®. Sus resultados se
extienden de -12,3 a 6,17, siendo este ultimo el score indicativo de un aminoacido

altamente conservado®*.

5.6.3. Analisis in silico de la interaccion de BMPR2/ligandos en mutantes
(docking)

Con las secuencias de aminoacidos de todas las mutantes encontradas en este
estudio se realiz6 en I-TASSER el modelamiento de cada una. Se midieron los
RMSD en cada caso frente a la proteina de tipo silvestre. Con la estructura del
BMPR2 tipo silvestre y mutante, se realizé el docking molecular contra sus
sustratos BMP7 y BMP9 cuyas estructuras fueron obtenidas de la base de datos
Protein Databank (PDB). Para ello se empleo el programa PatchDock.
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* FLUJOGRAMA

FASE PRE ANALITICA

1. Consecucidn de pacientes y extraccion
de la muestra (previa aceptacion a la
participacién del estudio)

2. Extraccion y obtencién de ADN
(UltraClean Blood DNA Isolation Kit®, segun
instrucciones del fabricante )

FASE ANALITICA

1. Amplificacion del gen
BMPRII (PCR convencional y
touchdown segun protocolo
de investigacion)

2. Verificacion de
productos de amplificacion
y purificacién (kit Pure
Link® -Invitrogen)

3. Analisis de secuencias y
deteccién de mutantes en
Chromas Lite 2.1.1.
(McCarthy 1996)

FASE POST ANALITICA

1. Andlisis bioinformatico de alteraciones
estructurales en mutantes en el el servidor
I-TASSER

2. Analisis in silico de la interaccion de
BMPR2/ligandos en mutantes en

PatchDock
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6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Un total de 19 pacientes colombianos, nacidos en la ciudad de Bogota fueron
incluidos en el estudio. Con una edad promedio de 5,04 afios (SD £4,51 afos), 10
del género femenino y 9 del género masculino. Todos los pacientes son individuos
no relacionados entre si. En 2 casos se encontraron antecedentes familiares de
HAP. El promedio de las medidas hemodinamicas fue: Presion sistélica: 94,2
mmHg (SD £18,51mmHg), Presién diastélica: 43,63 mmHg (SD £16,23mmHg) y la
Presion arterial pulmonar media: 64,73 mmHg (SD +12,07mmHg). Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas demogréficas y hemodindmicas de casos

crso SO SIS RSO aem  oacnosnco e

(F/M) (mmHg) (mmHg) (mmHag) meses)
1 F 92 36 59 HAPI** 6
2 F 76 35 56 HAPI 1,6
3 F 89 36 69 HAPI 1,2
4 F 81 33 53 HAPI 12
5 M 82 20 48 HAPI 11
6 F 93 40 59 HAPI 14
7 M 78 35 56 HAPI 12
8 F 105 52 73 HAPI 3
9 M 75 31 53 HAPI 6
10 M 139 60 93 HAPI 5
11 M 105 44 72 HAPI 3
12 M 102 97 75 HAPI 4
13 M 133 55 90 HAPI 1,7
14 M 104 37 66 HAPI 2
15 F 87 42 51 HAPI 1
16 M 82 41 61 HAPF*** 13
17 F 112 58 81 HAPI 7
18 F 86 37 57 HAPI 0,3
19 F 75 40 58 HAPF 2

*PAPm: Presion Arterial Pulmonar media, **HAPI: Hipertension pulmonar Idiopatica, *HAPF: Hipertension
pulmonar de origen familiar

-73 -



Segun lo descrito por Chung et al®® dentro de los endofenotipos establecidos para
la HAP en cuanto a los parametros hemodindmicos se encuentra la PAPm
(Presion Arterial Pulmonar media) y que ademés es el principal criterio
diagnéstico. De tal manera, al comparar la PAPm del caso 007 con la del resto de
pacientes, se obtiene que la mutacion tiene un efecto de 0,053 mmHg en los
niveles de PAPm en comparacion con los casos de HAP negativos para la
mutacion en BMPRII, sin embargo no es una diferencia estadisticamente
significativa en el modelo de regresion lineal multivariado (p-value 0.619).

6.2. Deteccién de mutantes en exones 1 al 11 mediante secuenciacidon exonica.

Luego de la estandarizacion de los protocolos de amplificacion para los 11 exones
del gen BMPRII y la posterior purificacion de los amplificados Figura 13. Se realizo
la secuenciacién y el posterior analisis de secuencias para cada uno de los
pacientes incluidos en el estudio. Los exones 12 y 13 se excluyeron del analisis de
sus secuencias pues el material bibliografico informa que las mutaciones
encontradas en estos exones no producen ningun defecto funcional en el receptor
y tampoco estan involucradas con alguna variacion en las vias de sefalizacion

corriente debajo de este receptor®®*°",

Figura 13. Amplificacion exén 4. Carril 1: Patron de peso molecular (100pb), carril 2 al 15:
pacientes.

-
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Al andlisis de las secuencias en Chromas Lite 2.1.1. (McCarthy 1996) y BLASTn,
el paciente 007 mostro un cambio a nivel de la secuencia del exén 1 (75pb), en el
codon numero 21, nucledtido 62, Figura 14. El resto de pacientes incluidos en el
estudio no mostraron ningun cambio en la secuencia de los 11 exones analizados
y su resultado se interpretd como negativo a cualquier variacion en la secuencia

de dichos exones. Tabla 8.

Figura 14. Secuencias del gen BMPRII exén 1. En la parte izquierda, la secuencia normal y, en la
derecha la secuencia parcial del exén 1 mostrando la mutacién. El circulo indica el cambio del caso
007

Normal V21A

Wit: MTSSLORPWRVPWLPWTILLVSTAAA Mut: MTSSLORPWRVPWLPWTILLASTAAA

Tabla 8. Resultados de andlisis de secuencias

PACIENTE Ex 1 Ex 10 Ex11
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Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
*Neg: Negativo - **Pos: Positivo

Posterior a la identificacion del cambio V21A en el paciente 007 en BMPRII, se
verifico en las bases de datos X Chromosome Gene Database® y Human Gene
MutationDatabase® de Biobase (http://www.hgmd.org/; enero 13 de 2014), con el
fin de aclarar si se trababa de una mutacion ya reportada o privada. El resultado
de la busqueda permiti6 concluir que se trata de una nueva mutacion tipo
missense. Asi, bajo la aprobacion de los padres del paciente 007 se decidié su
inclusion en el estudio y poder establecer si alguno de los progenitores era
portador de la mutacion encontrada en el descendiente. Como resultado, los
padres y ademas un hermano del paciente 007 fueron negativos para la mutacion.
Figura 15, 16. En todos los casos, los datos fueron reproducibles y ademas la

linea de base de la secuencia demostraba pureza suficiente.

Figura 15. Pedigree Caso 007

F | Hidraeafalia

31 32 33 3:4
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Figura 16. Secuencias del gen BMPRII familia caso 007. En la parte izquierda y derecha,
secuencias normales de papa y mama del caso 007 del exdn 1. El circulo indica el cambio del caso
007

La mutacion encontrada en el caso 007 se analizo previo al estudio estructural y

de interaccion in silico en PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Los
resultados de la corrida en este software indicaron que se trata de una mutacion

neutra con un score de 0.003. Figura 17.

Figura 17. Resultados de PolyPhen-2 para la mutacién V21A en BMPR2 caso 007. (Sensibilidad:
0,98; especificidad: 0,44)

0,00 0,20 0.40 0.60 0.80 1,00

6.3. Descripcion de la mutaciéon V21A en BMPR2

Estructuralmente, BMPR2 se caracteriza por tener un dominio corto extracelular
con varios residuos de cisteina importantes en la formacién de estructuras
tridimensionales; un simple dominio transmembrana; un dominio intracelular que
contiene un domino proteina kinasa y una cola citoplasmatica con alrededor de

530 aminoéacidos. El dominio extracelular se forma en el receptor entre los
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aminoacidos 25 y 150, el domino transmembrana comprende los aminoacidos 151
al 205, y finalmente el domino protein kinasa entre los aminoécidos 205 y 500 del
receptor. Figura 18. El dominio de unién es codificado por los tres primeros exones
del gen, el dominio transmembrana por el exon 4, el dominio protein kinasa por los
exones 5 al 11, y la cola citoplasmatica por los exones 12y 13.

Figura 18. Distribucién estructural por dominio de BMPR2’®. SP: péptido sefial, TM: dominio
transmembrana

205 500 1038 aa

10 26 150
Dominio — -
. ., I . o Dominio citoplasmatico
CEUTIERN) | | protein kinasa

La mutacion encontrada en este estudio se ubica en el coddbn numero 21,

nucledtido 62, en el exdn 1. El hallazgo corresponde a la sustitucion de una Valina
(V) por una Alanina (A) en la secuencia aminoacidica del receptor; como se
explicd anteriormente la mutaciones tipo missense. Estructuralmente, ambos
aminoacidos hacen parte del grupo de aminoacidos apolares o alifaticos
caracterizados por ser poco reactivos y fuertemente hidrofobicos. A pesar de que
la ubicacién de la variacion de Valina/Alanina en la estructura del receptor no se
ubica dentro del dominio de unién al ligando, dicha variacién se encuentra en una
region importante para el funcionamiento y trafico intracelular del receptor
conocida como péptido sefial. Varios estudios soportan que la Valina es un
aminoacido crucial en el direccionamiento de receptores hacia la superficie

celular®®.

Ademas, se realiz6 una comparacion de secuencias aminoacidicas de BMPR2
reportadas en el NCBI de diferentes especies animales, observando que la valina
es un aminoacido presente en la misma posicién de la secuencia proteica de las
especies comparadas. Para establecer el grado conservacion de este aminoacido
en la secuencia proteica, se analizO0 en GERP version 9.01 (The Genomic
Evolutionary Rate Profiling:
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http://snp.gs.washington.edu/SeattleSegAnnotation138/), obteniendo un score de

2.980, es decir que se trata de una aminoacido conservado. Tabla 9

Tabla 9. Secuencias BMPR2 en diferentes especies

Codigo acceso

Especie Secuencia proteica
NCBI
Homo sapiens NP_001195.2 MTSSLQRPWRVPWLPWTILLVST
Mus musculus NP_031587.1 MTSSLHRPFRVPWLLWAVLLYST
Sus scrofa NP_001191829.1 MTSSLRWPRRVPSLLWTVLLYSA
ADM33747.1

Ovis aries MTSSPRRPRRVPSLLWTVLLVYSAAA

De esta manera, a pesar de que no se realizé el modelo experimental en el que se
comprobara si la sustitucién de la Valina en BMPR2 resultaba en su retencién a
nivel celular, se prosigui6 a realizar modelos de simulacion con el fin de evaluar el
funcionamiento y estructura de este receptor frente al receptor silvestre. Esto
apoyado en que existe literatura en la que se demuestra que los casos en los que
BMPR2 presenta alteraciones en el dominio de unién al ligando producto de
mutaciones, no solo terminan siendo reclutados en reticulo sino que también,
afectan el funcionamiento de BMPR1 reteniéndolo igualmente en reticulo y
afectando gravemente los procesos de sefializacion intracelular mediados por
estos receptores relacionados con la patogénesis de la hipertensién pulmonar.
Ante esta situacion se ha planteado el uso de chaperonas quimicas como el
fenilbutirato sodico y el glicerol para restablecer la expresion del receptor en la
membrana celular con resultados satisfactorios aun en casos de BMPR2 con
mutaciones presentes. De tal manera, se plante6 la premisa de que si en realidad
BMPR2 en el caso del paciente 007 se retuviera en reticulo, y si se deseara
restablecer su expresion a nivel de membrana, valdria la pena su exportaciéon
hasta alli por su capacidad de unirse adecuadamente al ligando. Por esta pregunta

decidimos realizar el estudio por threading y a su vez el docking molecular y
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responder las dudas acerca del funcionamiento del receptor mutante en la

superficie celular.

6.3.1. Prediccibn de la repercusion de las mutaciones en la estructura
tridimensional de BMPR2

El modelamiento del BMPR2 se realiz6 por threading. Tras la busqueda de la
estructura cristalizable de BMPR2 en Protein Databank (PDB) se encontré que
solo se reporta el domino de unién al ligando y el dominio protein kinasa. Por esta
razon, se utilizé la secuencia peptidica silvestre y mutante del receptor el servidor
I-TASSER (iterative threading assembly refinement) para obtener una estructura
cristalizable y analizar en base al RMSD si existian diferencias estructurales entre

los dos receptores comparados. Obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 10. Resultados modelamiento en I-TASSER

Proteina c-score TM-score RMSD

BMPR -
Mutante -2.32 0.54+0.14 14.9+3.6 A
BMPR?2 i
Silvestre -2.24 0.55+0.15 14.7+3.6 A

Con estos resultados se concluye que no existe una diferencia estructural entre el
receptor silvestre y el receptor mutante para el caso 007 y la precision alcanzada

en el modelo para el escalonamiento de ambos receptores. Figura 16.
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Figura 19. Estructura del modelo tridimensional de BMPR2 silvestre. En rojo el domino de unién al
lingando

-81-



Ademas, mediante el plot de Ramachandran (Figura 20) se muestra que 79,8%
(827) de los residuos estan en la region favorable, 11,4% (118) en la regién
permitida y 8.8% (91) en la region desfavorable. Los resultados indican que los
angulos diedros @ y y en el modelo de BMPR2 son razonablemente acertados y
su conformacion estereométrica se encuentra en rangos permitidos para poder
realizar los estudios de interaccion in silico.

Figura 20. Plot de Ramachandran. RAMPAGE. 79,8% de los residuos en la region favorable,

11,4% permitida y 8.8% desfavorable. Los resultados indican que los angulos diedros ¢ y y en el
modelo de BMPR2 son razonablemente acertados.
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6.3.2. Docking Molecular de BMPR2 silvestre/mutado

Con la estructura del BMPR2 tipo silvestre y mutante, se realizé el docking
molecular contra sus sustratos BMP7 y BMP9 cuyas estructuras fueron obtenidas
de la base de datos Protein Databank (PDB) bajo los cédigos de acceso 1LXIy
1ZK7 respectivamente. Para ello se empleé el programa PatchDock que gener6

los siguientes datos:

Tabla 11.Resultados del docking BMPR2 mutantes/silvestre y ligandos

Receptor/Ligando Score Area ACE
BMPR2

silvestre/BMP7 12450 1507.10 -277.56
BMPR2

silvestre/BMP9

BMPR2 caso 7
/BMP7

BMPR2 caso 7
/BMP9

8967 3421.54 -222.23

12520 1509.20 -278.59

9007 3430.54 -225.12

Como se observa en la tabla anterior, el score obtenido con el modelo resultante
de I-TASSER indica una complementariedad geométrica entre los modelos a
comparar muy similares, asi mismo el valor de ACE (energia de contacto atémico),
permite una evaluacion precisa y rapida del componente de solvatacion,
evaluando de este modo la energia libre requerida para romper las uniones de
BMPR2 silvestre y mutante con cada uno de los ligandos, que como observa
tienen ACEs similares en todos los casos, y asi mismo el area o superficie de
interaccion de los receptores con los ligandos evaluados tienen areas similares,
consistente con los resultados del score obtenidos también para cada uno de los
casos. De tal manera, en los modelos simulados tanto para el receptor silvestre y
mutante en reaccion con los dos ligandos ensayados no se evidencid una
diferencia en la interaccion y por ende se puede predecir que su funcion es

comparable en ambos casos. Figura 20.
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Figura 21. Docking molecular BMPR2 silvestre (azul) y ligando BMP7 (verde)
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Figura 22. Docking molecular BMPR2 mutante (rojo) y ligando BMP7 (verde)




6. DISCUSION

En nuestro estudio se demostré la presencia de una mutacién (5%) BMPRII sobre
un total de 19 casos incluidos, una frecuencia mas baja de la reportada en los
estudios llevados a cabo en poblacion pediatrica, aunque los datos muestran una
gran variacion (11%, n=18; 10%, n=78)***".Esta investigacion ademas es la primera
que analiza la prevalencia de mutaciones en BMPRII en pacientes pediatricos
habitantes de moderada altura con HAP en el pais y en América Latina. Por
supuesto, dado el tamafio de la muestra, no pueden obtenerse conclusiones sobre
la prevalencia de la mutacion BMPR2 en esta poblacion, ni sobre la relacion entre

la mutacion y la altura como un factor desencadenante.

Desde el inicio del tamizaje de mutaciones en BMPR2 en pacientes con HAP, los
reportes del compromiso del gen en pacientes pediatricos han sido escasos e
inicialmente solo se informaron alteraciones con compromiso muy importante del
gen como deleciones grandes relacionadas con cuadros sindromicos®® Asi, el
hallazgo de mutaciones en BMPR2 en pacientes pediatricos con HAP en el
presente y otros estudios, aunque menos frecuentes que en adultos confirma una
base genética en la patogénesis de esta enfermedad, ademas de la sugerencia de
gue la HAP de pacientes pediatricos y pacientes adultos son espectros diferentes

de la misma entidad con mutaciones y severidades diferentes.

Si bien ha sido demostrado que los pacientes con HAP portadores de mutaciones,
presentan un peor prondstico en relacién con los no portadores de la mutacion,
las diferencias clinicas entre los diversos tipos de mutacion no han sido
suficientemente estudiadas, a excepcion de lo que se ha podido corroborar en
relacion con portadores de mutaciones non-sense quienes presentan mejor

pronéstico en términos de edad al diagndstico (10 afios mas tardia), lapso de
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tiempo entre diagnodstico y muerte o transplante pulmonar y edad al momento de
la muerte comparados con los portadores de mutaciones missense. Algunos
trabajos han establecido ademas que la presencia de la mutacion BMPR2 confiere
un peor prondstico vital y una menor respuesta al tratamiento en pacientes

189 encuentran cinco afios menos

pediatricos, por ejemplo, el estudio de Chida et a
de sobrevida en los pacientes portadores de mutaciones. El paciente en quien se
encontré la mutacion missense referida y a priori de peor pronostico que
mutaciones non-sense, representa una caso particular por cuanto las
caracteristicas iniciales como la muy severa PAPm al cateterismo, muy temprana
edad de inicio de sintomas y edad al diagnostico, lo catalogaron como un caso
severo, el paciente respondié muy bien a los vasodilatadores, a la hiperoxia y a la
vida a baja altura, de tal forma que aunque su PAPmM nunca regreso a la
normalidad, ha sobrevivido en muy buenas condiciones con méas de 12 afios de
tolerancia al ejercicio. Sin embargo, cuando regresa a alturas medias vuelve a ser

oxigenorequiriente.

En la poblacién estudiada, se encontré la mutacion V21A. Se trata de una
mutacion nueva (los padres del paciente fueron negativos para la mutacion) tipo
missense, ubicada en el codén nimero 21, nucledétido 62, en el exdén 1. El hallazgo
corresponde a la sustitucién de una valina (V) por una alanina (A) en la secuencia
aminoacidica del receptor. Como se sefalaba, varios estudios refieren como las
mutaciones en BMPRII estan relacionadas con el curso clinico desfavorable de la
HAP, pues individuos portadores de dichas mutaciones presentan una edad de
inicio de la HAP mucho méas temprana en comparaciéon con individuos no
portadores. Particularmente, el caso 007 de nuestro estudio, el inicio de los
sintomas ocurri6 después del afio de edad y el diagnostico definitivo a los 22
meses. De los 9 pacientes del estudio, el paciente con la mutacién fue el segundo
mas temprano en términos de edad de inicio después de un caso familiar muy
severo con inicio de sintomas en los primeros meses de vida y con curso letal. La

presién pulmonar inicial del paciente (en su momento residente en la capital) fue
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una presion sistélica de 153 mmHg por ecocardiografia (muy severa). Con el
tratamiento de oxigeno y sildenafil, el cateterismo mostré una PAPm de 96 mmHg,
considerandose como un “respondedor”. La prueba de hiperoxia positiva demostré
reactividad del lecho vascular pulmonar y se recomendo vivir a baja altura sobre el
nivel del mar. A los 15 dias después del cambio de altura el nifio no requirié apoyo
de oxigeno, hubo reduccion de la cardiomegalia e inicié una evolucion progresiva.
Actualmente, tiene 12 afios de seguimiento como un nifio de su edad pero solo a
baja altura y hasta el momento no ha tenido que ser intervenido quirdrgicamente

(Ibagué - Tolima, 1285 msnm).

Respecto a las condiciones hemodinamicas encontradas y teniendo en cuenta el
criterio diagnostico base de HAP (PAPm = 25 mmHg) el promedio de PAPm para
nuestra poblacion fue de 64,73+16,23 mmHg. Resultados superiores a los
encontrados en el estudio de Loon et al®® donde 36 pacientes pediatricos con
HAPI registraron PAPm de 56+20 mmHg residentes de los paises bajos (321
msnm). En comparacién con poblacién de adultos ubicados también en Bogota, el
estudio de Villaquiran® reporto PAPm de 54+16 mmHg en 30 individuos con una
edad promedio de 40 afios. En el estudio norte americano de Rosenzweig® et al
se reportd una diferencia significativa (p=0.02) entre valores de PAPm en adultos y
poblacién pediatrica (56+x13 mmHg y 62+22 respectivamente) y ademas,
registraron que no se obtienen resultados diferentes de PAPmM en pacientes
portadores y no portadores de mutacién en BMPR2 (p=0.73). En nuestro caso, el
paciente 007 exhibi6 el cuarto nivel mas bajo de PAPm en relacién con el resto de
la poblacion incluida. A pesar de esto, es importante mencionar que la condicion
hemodindmica de nuestros pacientes reflejada por la PAPm es muy superior en
comparacion con otras reportadas en paises a baja altura, y ademas existe
diferencia con los registros bolivianos (La Paz 3.600 msnm) de los nifios normales
de altura donde la PAPm no supera los 23+9.41°. La PAPm es uno de los
endofenotipos caracterizados dentro de los parametros hemodinamicos para la

HAP, en nuestro caso el analisis de la regresion lineal multivariada seleccionando
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la PAPmM como variable independiente y endofenotipo caracterizado por Chung et
al® (PAPm ~ edad + sexo + presién sistélica + presién diastdlica + mutacion) se
obtuvo que la mutacion en BMPR2 tiene un efecto sobre la PAPm de 0.053
mmHg, sin embargo, no existe diferencia estadisticamente significativa en
comparaciéon con el resto de pacientes negativos para mutaciones en BMPR2 (p
=0,619). Aunque no se vio efecto de la mutacion en los niveles de PAPm, el
tamafo de muestra del estudio no nos permite sacar conclusiones definitivas, y se

sugieren entonces estudios con tamafio de muestras mas grandes.

La mutacion se ubico fuera del dominio de union al ligando a pesar de estar dentro
del exén 1 que codifica para este dominio en BMPR2, no obstante, el hallazgo es
interesante pues la mutacion se ubica justo en la region del péptido sefal del
receptor. Como se mencionaba, cambios puntuales en la secuencias del péptido
sefial (PS) podrian interferir con el tréfico intracelular del receptor®; pero
adicionalmente, existen estudios en receptores de la misma familia de BMPR2 en
los que se demuestran las implicaciones, hasta ahora experimentales, del cambio
en el aminoacido puntual de la Valina en el PS y la interferencia con la exportacién
del receptor a la superficie celular y su retencion en reticulo endoplasmatico. Por
ejemplo, mediante experimentos en los que se mutan aminoacidos en el extremo
del péptido sefial se ha visto que esta parte de la proteina juega un papel
necesario para la maduracion y el transporte a la superficie celular y
particularmente si la variacion corresponde al cambio puntual de la Valina, asi, por
ejemplo el TGF-alfa es un factor de crecimiento que se une a un receptor de
superficie celular llamado "Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico"
(EGFR), activandolo y promoviendo en la célula que contiene el receptor
fendbmenos de division celular. El receptor del TGF-alfa es sintetizado como una
proteina integral de membrana denominada proTGF-alfa que contiene un dominio
de transmembrana y una corta cola en el citoplasma®®. Cambios en el péptido
sefal especificamente variaciones del aminoacido Valina provocan una drastica

reduccion de los niveles detectados de proTGF-alfa, indicando que este
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aminoacido (Valina) juega un papel sustancial en el proceso. En modelos celulares
en los cuales la Valina del extremo del péptido sefial de proTGF-alfa habia sido
sustituida por cualquier otro aminoacido se aprecio la localizacion subcelular de

esta proteina a nivel del reticulo endoplasmatico®°*.

Por otra parte, se conoce en modelos animales condicionados para el estudio de
la HAP, que mutaciones missense pueden escapar a la via de degradacion
mediada por anti-sentido (NMD), via que controla el funcionamiento de proteinas
truncadas producto de mutaciones non-sense y que en el caso de BMPR2, al ser
degradadas a través de la via NMD producirian haploinsuficiencia. Sin embargo,
las mutaciones missense al no ser degradadas producen un efecto dominante
negativo, que en términos de funcionalidad del receptor resulta mucho mas

perjudicial para las células animales™.

De esta manera, a pesar de que no se realiz6 el modelo experimental en el que se
comprobara si la sustitucion de la Valina en BMPR2 resultaba en su retencién a
nivel celular, se realiz6 el estudio de simulacion con el fin de evaluar el
funcionamiento y estructura de este receptor frente al receptor silvestre. De
manera preliminar el resultado de PolyPhen-2 indicé que el hallazgo del caso 007
corresponde a una mutacion neutra y que ademas al analisis del consScoreGERP
la mutacién afecta a un aminoacido conservado en la estructura proteica de
BMPR2. Se ha demostrado que los casos en los que BMPR2 presenta
alteraciones en el dominio de union al ligando no solo son retenidas en reticulo
sino que también, afectan el funcionamiento de BMPRL1 reteniéndola igualmente
en reticulo y afectando gravemente los procesos de sefializacién intracelular
mediados por estos receptores. Ante esta situacién se ha planteado el uso de
chaperonas quimicas como el fenilbutirato sodico y el glicerol para restablecer la
expresion del receptor en la membrana celular con resultados satisfactorios®*°.
De tal manera, se planted para nuestro caso que si el receptor se retuviera en

reticulo, y se deseara restablecer su expresion a nivel de membrana, deberia
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determinarse la integridad de la union del receptor al ligando. Por esta razon se
realizo el estudio por threading y a su vez el docking molecular, demostrando con
esto que la estructura y funcionalidad del receptor en términos de su union al
ligando se mantenia intacta a pesar de la mutacion encontrada, con resultados
similares de RMSD en funcion de las estructura proteica del receptor silvestre
(RMSD=14.7+£3.6 A°) y mutado (RMSD=14.9+3.6 A°), y a la interaccién con los
ligandos BMP7 (PDB:1LXI) y BMP9 (PDB:1ZK7) valores ACE también
equiparables (BMPR2 silvestre/BMP7= -277.56 vs BMPR2 mutante/BMP7= -
278.59 y BMPR2 silvestre/BMP9= -222.23 vs BMPR2 mutante/BMP9= -225.12).
Este resultado resulta fundamental para el planteamiento de alternativas
terapéuticas aplicadas a la enfermedad del paciente. Por otra parte, el hallazgo de
la integridad estructural de la proteina, pese a la mutacion encontrada y el cuadro
clinico severo del paciente, apoyan la teoria de la retencién del receptor a nivel
subcelular en mutaciones por sustitucion de aminodcidos en la secuencia del

péptido sefial.

Se han reportado mutaciones patogénicas ubicadas en regiones no codificantes y
en sitios de splicing”, asi como insersiones y deleciones, por lo que autores como

Cogan et al®

, sugieren que el protocolo de diagnéstico molecular para HAP debe
ser secuenciacion seguida de técnicas como MLPA (Ligacion multiple dependiente
de Amplificacion) con capacidad de identificar grandes rearreglos o variaciones en
secuencias intrénicas, las cuales no pueden descartarse con la metodologia
utilizada en este trabajo y que en estudios como el de Liu et al corresponden al
14% de todas las mutaciones de 290 adultos en China®. Asi mismo, como se
mencionaba, uno de los mas importantes estudios genéticos en poblacion
pediatrica con HAPI y HAPF reporté 5 mutaciones en BMPR2 (17.2%), 2 en ALK1,
una en ENG y ninguna en genes SMAD. Esto nos sugiere que el estudio de los
genes ALK y Endoglina debe hacer parte de los tamizajes genéticos en este grupo

poblacional®
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Llama la atencion que en los 2 casos familiares no se encontraron mutaciones,
particularmente en el caso 19 que corresponde a la paciente que se mencionaba
con sintomatologia muy temprana, severa y rapidamente letal, con el antecedente
de hermana con un cuadro similar. EI mismo estudio mencionado de Pfarr®,
mostr6 como las 2 mutaciones encontradas en el gen ALK fueron
caracteristicamente de inicio temprano y curso muy severo, por lo que resulta
perentorio descartar mutaciones en este gen en la muestra de la paciente y/o en
sus padres. El estudio familiar en el caso de deteccion de mutaciones nos
ayudaria a establecer un diagndstico mas temprano en portadores sin signos
clinicos pero con pruebas funcionales anormales, o a establecer un seguimiento

en aquellos pacientes portadores sanos de la mutacion.

Grandes estudios de HAP en pediatria se han publicado en los dltimos dos afios,
aportando informacion sobre la incidencia y prevalencia de la HP en esta
poblacién, asi como los datos demograficos generales. Estos registros incluyen el
Registro suizo®, de Reino Unido'®, el registro Francés'®, el registro de Paises
Bajos'%, el registro TOPP (Resultados Seguimiento de la Hipertensién Pulmonar

Pediatrica)'®®

, 'y finalmente el registro de los EE.UU. (Registro para evaluar a
temprano y largo plazo manejo de la HAP)}?*. Uno de los estudios mas
importantes realizados en poblacién pediatrica corresponde al realizado en paises

bajos por Loon et al®®

en el 2011 donde recolectaron 3263 pacientes a lo largo de
15 afos, todos diagnosticados con diferentes clases de hipertensién pulmonar, sin
gue todos fueran llevados al cateterismo. De estos, el 17% presentaron sindromes
genéticos como Down y Velocardiofacial. El screening para mutaciones en BMPR2
solo se realiz6 en 19 pacientes con HAPI, encontrando 4 (21%) pacientes
positivos para mutaciones en este gen que no se reportan en este estudio. Hacen
hincapié en cédmo las anormalidades genéticas favorecen una progresibn mas
rapida de la enfermedad pues los pacientes segun la clasificacion funcional de la
HAP estaban en estadios Il y IV. Ademas, establecen que la incidencia y

prevalencia de la HAPI es mas baja en comparacion a la HAP asociada a defectos
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cardiacos congénitos (DCC), estableciendo que la incidencia y prevalencia es de
0.7 y 4.4 casos por millbn de habitantes pediatricos respectivamente en
comparacion a 2.2 y 15.6 para HAP-DDC?.

Estos resultados en comparacion con los datos obtenidos del presente estudio
refuerzan la necesidad de conocer sobre la verdadera incidencia de la HAP en
edad pediatrica en altura y la asociacion con la presencia de la mutacion. Para
nuestro caso el 5% (1 de 19) presentd mutacion en BMPR2, mas baja de la
reportada en los muy pocos estudios en los que se ha buscado de manera
sistematica® ®. Sin embargo, en nuestro estudio se establecié el diagndstico
segun criterios clinicos muy estrictos, aceptados mundialmente para la HAP que
incluyen necesariamente el cateterismo’®. Llama la atencién que uno de los
principales inconvenientes presentados durante la ejecucién de esta investigacion
fue la dificil vinculacion de pacientes con los criterios de inclusion, a pesar de que
a priori se esperaba una incidencia mayor dadas las condiciones geograficas de la
ciudad de Bogotd (2.600 msnm), pues la presentacion de HAP seria mas
frecuente de acuerdo con lo conocido de como la altura es un factor importante en
el desarrollo de HAP en nifios. Por otra parte, la hipoxia hipobarica, el
remodelamiento del lecho de la pared vascular y la hiperreactividad del lecho
pulmonar resultan ser tres aspectos que intervienen significativamente en la
biopatogénesis de la HAP?, y que para el caso de nuestra poblacién no sabemos
como pudiera influir en el curso y desenlace de la enfermedad. Sin embargo,
también existen estudios que soportan el factor de adaptabilidad ancestral del
habitante de altura, lo que se demuestra con el hecho comprobado relacionado
con los habitantes del Tibet (4.000 msnm), poblacion de estancia histérica en
grandes alturas que se ha adaptado y tiene un comportamiento semejante al de

los habitantes a nivel del mar*,

Hay preguntas fundamentales que se derivan de los conocimientos actuales de la

genética de HAP que quedan por resolver. No estd claro como o por qué una
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enfermedad causada por una mutacion en un gen expresado ampliamente en
muchos tejidos tiene sus manifestaciones primarias sélo en la vasculatura
pulmonar y tal vez el ventriculo derecho. Se sabe que la vasculatura pulmonar
difiere de los lechos vasculares sistémicos de muchas maneras, pero no se sabe
si cualquiera de estas diferencias solas o en combinacién explicarian el fenotipo
localizado de HAP. Hay pocas pruebas de que existen anomalias detectables
fuera del corazdon y los pulmones en la HAP. Por otra parte como se discutié
anteriormente, la penetrancia reducida de la mutacion en BMPR2 sigue

representando un gran vacio en nuestra comprension de la fisiopatologia de la
HAP. Varios estudios indican el significativo compromiso hemodinamico de los

portadores de mutaciones en BMPR2 en el momento del diagndstico de la HAP en
comparacion con controles sin la mutacion, demostrado en valores mas altos de
PAPm y RVPm. Asi, estos parametros hemodinamicos podrian reflejar el
acelerado proceso de la enfermedad confirmado en estudios de supervivencia,
donde portadores de mutaciones en BMPR2 tienen un periodo de vida mas corto
(promedio de edad de muerte de portadores: 26 afios, promedio de edad de
muerte de no portadores: 32 afios)'’. Sin embargo, particularmente en la HAP se
ha identificado que la penetrancia es reducida, lo que indica que no todos los
individuos que son portadores de mutaciones en BMPR2 desarrollarian la
enfermedad y entonces se sugiere que la mutacion en el gen BMPR2 es requerida
pero no suficiente para desarrollar la enfermedad'. Posiblemente en la
patogénesis de la enfermedad podrian contribuir otros factores como, por ejemplo,
polimorfismos en el transportador de serotonina, cambios en las vias involucradas
en la regulacion del citoesqueleto, cambios en el nivel de expresion de CYP1B1 y
el género del individuo, que actuarian como modificadores de la enfermedad ante

un genotipo permisivo®*>®78
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7. CONCLUSIONES

En nuestro estudio ha podido demostrarse 1 caso (5%) de la presencia de una
mutacion antes no descrita en la literatura en el gen BMPRII sobre un total de 19
casos incluidos en el estudio, siendo el primero que analiza la presencia de
mutaciones en BMPRII en pacientes pediatricos con HAP en altura, demostrando
que las mutaciones en el gen BMPRII son también causa de HAP en poblacion
infantil. Esto nos hace proponer adicionalmente que la HAP pediéatrica y la HAP del
adulto constituyen extremos de la misma entidad, siendo la forma infantil de mayor

severidad y posiblemente relacionada con mutaciones diferentes, mas deletéreas.

Nos llama la atencién la presencia de la mutacion en un caso aislado de HAP
idiopatico, mientras que no se presentan mutaciones en 2 casos de pacientes con

HAP familiar por la alta prevalencia de mutaciones en este grupo.

Aunque en la presente muestra de pacientes todos fueron diagnosticados con
HAPI severa, en nuestro paciente llama la atencién el inicio muy temprano de la
sintomatologia, la severidad de la clinica inicial, pero la respuesta favorable al

tratamiento.

El uso de herramientas bioinformaticas fue de gran utilidad para predecir las
repercusiones de la mutacion sobre la estructura tridimensional de la proteina
BMPRII, encontrando que la mutacion V21A no altera su conformacion, lo que se
reflejo en valores semejantes de los RMSD del receptor silvestre y mutado.

El docking molecular permitio conocer que la mutacion V21A no exhibe diferencias
de acople e interaccion con ligandos también estudiados paralelamente con el
receptor silvestre. Estas simulaciones apoyan la hipotesis de que mutaciones en el

exén 1 pueden no alterar la funcién del receptor pero si interferir en el trafico
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intracelular del mismo, impidiendo su ubicacion en la membrana celular.Estos
resultados apoyan adicionalmente la importancia del aminoacido Valina en el

péptido sefial para la exportacion del receptor a la membrana celular.

El diagnostico temprano y el consiguiente tratamiento inmediato de la HAP
favorecen el prondéstico y la mejor respuesta al tratamiento al impedir el dafio
ulterior del lecho vascular aun en casos muy severos. Como se demostrd en el
caso 007. Esto reafirma la importancia de una tamizaje genético del gen BMPRII

en poblacion de riesgo.
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8. PERSPECTIVAS

Es necesario continuar con los estudios genéticos en HAP ya que esto permitiria
ampliar el numero de mutaciones conocidas, definir diferentes expresiones clinicas

y ampliar el consejo genético.

Continuar el estudio en esta misma poblacion de pacientes por técnicas mas
robustas como MLPA y la blsqueda en regiones no codificantes, particularmente
en los 2 casos familiares, asi como ampliar el tamizaje genético para HAPI y
HAPF con los genes ALK-1y ENG.

Realizar estudios funcionales de la mutacién encontrada que permitan demostrar

la via de transporte de la proteina mutada y su defecto de trafico celular.

Pese a que se lleva un seguimiento de nuestro paciente de mas de 12 afios y se
ha encontrado una mejoria en su condicion, es necesario continuar con el
seguimiento para detectar otros posibles compromisos en otros 6rganos y
sistemas, sobre la evidencia de la expresion ubicua del gen.

Desarrollar estudios del exoma e investigaciones en las que se afiadan el ARN,
las proteinas y otros datos para completar el entendimiento global de la HAP

Finalmente, la identificacion de BMPRII como el gen responsable de PAH ha
abierto multiples opciones investigativas sobre la naturaleza de las mutaciones del

gen BMPR2 y como afectan la presentacion clinica de la enfermedad. También
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permitiria el uso de pruebas genéticas dirigidas al diagndstico temprano y
oportuno de la HAP. Sin embargo, el punto central para investigar después de la
identificacion mutaciones en el gen BMPR2 y como para cualquier otra
enfermedad compleja el punto relevante, es la patogénesis molecular y el peso de
otros factores que contribuyan a la enfermedad (genéticos o ambientales ademas
de los conocidos como los anorexigenos - fenfluramina) y asi, dilucidar como un
gen mutante conduce secuencialmente a la enfermedad, nuevas y especificas
dianas terapéuticas con el compromiso final de desarrollar tratamientos mas

efectivos y terapias quizas incluso curativas o preventivas.
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9. ANEXOS

Mutation
Location Category Domain Nucleotide Change Amino Acid Change
5' UTR Missense €. *-944,/5GC=AT
5' UTR and Exon 1 Deletion ¢.?_-540_76+7del
Exon 1 Missense ¢.28C=T p.T10W
MNensense ¢ T1C=A p.A24E
Intron 1 Splice-site c.76+5G=A
Exon 2 Nonsense ECD €.124C>T p.Q42x
Frameshift ECD ¢.186insTACC p.GE3fsX1
Frameshift ECD €189 _207delins14 p.S64EfsX32
Deletion ECD €.189-209del21 p.delG4T0(STCYGLW)
Nensense ECD €.201T>G p-YBTX
Missense ECD c24TG=A p.GE3R
Exons 1-4 Deletion ECD 17 419+ ?del
Exons 1-8 Deletion ECD e1-7 1128+ 2dal
Intron 2 Splice-site ECD ¢.247+1delCAAGTG
Splice-site ECD 6 247+1_+4 delGTAA p.CB4_S140del
Splice-site ECD C.248-2A>G
Splice-site ECD ¢, 2485 delTATAGGINSAC
Exan 3 Missense ECD c.248G=A p.GB3E
Missense ECD ¢.250T=C p.CB4R
Exon 3 Missense ECD C.24BG A p.GB3E
Missense ECD ¢.250T>C p-CB4R
Missense ECD c.250T=G p.CB4G
Frameshift ECD c.261insA p.BTfsX9
Missense ECD ¢.295T=C p-.CO9R
Missense ECD c.296G=T p.CO9F
Missense ECD c.296G A p.Co9Y
Nonsense ECD ¢.339C-A p-Y113X
Nonsense ECD €.339C-G pY113X
Missense ECD €. 350G=A p.C117Y
Nonsense ECD ¢.354-355TA-AG p.C118X
Missense ECD c3A87T=C p.C123R
Missense ECD c3T0A=G p.N124D
Missense ECD c3TTA=G p.N1265
Deletion ECD c.248-7_418+72del
Exon 2-3 Deletion ECD ¢.77-7_418+ Tdel
Intron 3 Splice-site ECD c.418+1G>C
Splice-site ECD c.418+5G=A
Exons 4-5 Deletion ECD ¢ 419-7 621+ del
Exon 5 Nonsense ™ c.583G=T p.E195X
Missense ™ c.B604A=T p.N202Y

Anexo A: Mutaciones patogénicas de BMPRII encontradas en pacientes con HAP
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Mutation

Location Category Domain Nucleotide Change Aming Ackd Change
Exon 5 Monsense ™ ©.BB3G-T p.E195X
Missense ™ c.604A=T p.N202Y
Exon & Frameshift KD c.612delA pL204fsX5
MNonsense KD €.631C=T p.R211X
Frameshift KD c.660insG pG2201sX4
Frameshift KD c.690-691delAGinsT p.K238feX21
Missense KD c.TY4A=G p.E265G
Missense KD e T976G=C p.R2B6T
Missense KD c.B806G=T pAZEEY
Intron & Splice-site KD c.B52+1G>=C
Splice-site KD c.853-1G>C
Exon 7 Monsense KD c.928A-T p.R310X
Missense KD c.932G-A p.G311E
Exon B Missense KD €.1019T=C p.L340P
Nonsense KD ©.1189-1190delTG p.C347X
Missense KD c.1042G-A pV3I4BE
Frameshift KD ¢.1095delC p.R365{sX8
Frameshift KD €.1099-1103delGGGGA p.E368fsX1
Deletion KD ¢ 9687 1129+ 7del
Intron 8 Splice-site KD c.968-5A>G
Exan 9 Missense KD c115TA=T p.E388Y
Missense KD €1171G=A p-A391T
Nonsense KD ¢ 1207C=T p-Q403x
Frameshift KD c.1214delA p.DA05TsKE
Nonsense KD €.1248-1251de|ATTT p.F41T7X
Frameshift KD £.1271delTCCCAGINSCGGAGA  p.F424fsX10
Intron & Splice-site KD c12764+1G=A
Splice-site KD c1277-9A>G
Exon 10 Nonsense KD ¢1297C=T p0433X
Frameshift KD ¢.1392delA pAdE56IsX9
Exon 11 Missense KD c.1460A>T p.D48TV
Missense KD c1472G=A p.R4910Q
Exon 12 Missense cD ¢.1598A =G pHS33R
Frameshift (3] €.2410-2413deIGTCA pNE04fsX1
Frameshift cD c.2441-2442delAC p.H814fsX2
Frameshift cD ¢.2504insA p.TE35fsX6
Frameshift cD c.2609del T p.LETOfsX1
Neonsense cD €.2626CT p.Q8TEX
Nonsense co 6.2695C-T p.RE99X
Nonsense co c.2789C>G p.S930X
Exon 13 Missanse cD c.2945A=G p.L282R
Machado et al.*® Modificado por el autor.
Domino: CD  Dominio citoplasmatico
ECD Dominio extracelular
KD Dominio Kinasa
TM  Transmembrana
UTR Region no traducible
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Anexo B: Consentimiento informado estudio:

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
FACULTAD DE MEDICINA SEDE BOGOTA
MAESTRIA EN GENETICA HUMANA
INSTITUTO DE GENETICA

“IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN EL GEN DEL RECEPTOR DE PROTEINAS

MORFOGENETICAS OSEAS TIPO Il (BMPRII) EN PACIENTES PEDIATRICOS CON

HIPERTENSION ARTERIAL PULMONAR FAMILIAR E IDIOPATICA DE LA CIUDAD
DEBOGOTA”

“Consentimiento Informado”

Bogota DC, de 2013
Yo identificado con cedula de ciudadania N°
de en calidad de padre/madre del paciente

, autorizo la participacién de mi hijo/a en
la investigacién “IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN EL GEN DEL RECEPTOR DE
PROTEINAS MORFOGENETICAS OSEAS TIPO Il (BMPRII) EN PACIENTES PEDIATRICOS
CON HIPERTENSION ARTERIAL PULMONAR FAMILIAR E IDIOPATICA DE LA CIUDAD DE
BOGOTA” a la cual mi hijo ha sido invitado por el Grupo de Investigacién de Cardiologia Pediatrica
del Hospital de la Misericordia y del Instituto de Genética Humana de la Universidad Nacional de
Colombia, ya que en valoraciones previas de cardiologia Pediatrica fue diagnosticado con
Hipertensién Arterial Pulmonar.

Aunque hasta hoy el origen de esta enfermedad es desconocido, se considera la existencia de una
predisposicion genética, encontrandose que mutaciones en el gen BMPRII (gen de receptor de
proteinas morfogenéticas 6seas tipo Il) estdn implicadas en méas del 75% de los casos de HAP
familiar y del 10 - 25% de la presentacion idiopatica. En poblacion infantil diagnosticada con esta
enfermedad, se desconoce la prevalencia de mutaciones en este gen y se considera que la
presencia o no de mutaciones pueden significar un cambio en el manejo terapéutico y que para el
caso de la poblacién pediatrica, pueda mejorar su condicion de vida actual y futura.

Por lo anterior, me han informado que la participacion de mi hijo en esta investigacién no le
significara necesariamente un beneficio directo e inmediato en relacion con el manejo que recibe
en la actualidad, pero se espera que los resultados de esta investigacion contribuyan al
conocimiento de las causas que la originan y de su mejor manejo.

Igualmente se me ha informado que para este estudio, se tomard una muestra de sangre (5 cc
aprox) mediante punciéon venosa, procedimiento que implica un riesgo minimo ya que se
tomaranlas medidas necesarias de asepsia para minimizar el riesgo de infeccién y serd tomada por
personal capacitado para ello. El dolor serd minimo y la cantidad de sangre sera la misma que se
usa en el caso de las pruebas rutinarias de laboratorio clinico. Esta muestra sera analizada
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mediante pruebas moleculares para mirar el gen BMPRII en toda su extension (secuenciacion) y
establecer la presencia o no de alguna mutacion.

Igualmente, se me ha informado la garantia de mantener la confidencialidad de la informacién
relacionada con la privacidad asi como también la de recibir respuesta frente a cualquier duda
acerca de los procedimientos dirigiéndome al investigador Camilo Moreno o a la doctora Clara
Arteaga al teléfono 3165000 extension 11631 en el Instituto de Genética de la Universidad
Nacional de Colombia, a quienes también podré manifestar el deseo de retirar a mi hijo del estudio
en cualquier momento sin que esto tenga consecuencias en su tratamiento médico.

Todos los resultados obtenidos de los estudios serdn de mi conocimiento tan pronto como sean
obtenidos o cuando los solicite. Durante ese proceso los Cardiélogos Pediatras y los Genetistas
vinculados a la investigacién me brindaran el asesoramiento genético necesario para establecer las
consecuencias de los resultados obtenidos.

Por la colaboracion en este estudio no recibiré ningn incentivo econémico ni de otro tipo, asi como
tampoco me generara ningun costo, ya que los gastos de la investigacion son asumidos por el
investigador y/o la institucion (Universidad Nacional de Colombia).

Firma de quien autoriza
Nombre:

Parentesco:
Identificacion:

Testigo 1
Nombre:

Identificacion:
Direccion:
Relacidn con el paciente:

Testigo 2
Nombre:

Identificacion;
Direccion:
Relacién con el paciente:
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Anexo C: Instrumento de recoleccidon de datos

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
FACULTAD DE MEDICINA SEDE BOGOTA

MAESTRIA EN GENETICA HUMANA

INSTITUTO DE GENETICA

“IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN EL GEN DEL RECEPTOR DE PROTEINAS
MORFOGENETICAS OSEAS TIPO Il (BMPRII) EN PACIENTES PEDIATRICOS CON
HIPERTENSION ARTERIAL PULMONAR FAMILIAR E IDIOPATICA DE LA CIUDAD

DEBOGOTA”

Instrumento de recoleccién de datos

INFORMACION PERSONAL (Pacientes y controles)

Identificacion

Primer Apellido

Segundo Apellido

Nombres

Fecha de nacimiento (dd/mm/afio)

Edad actual

Sexo

Peso

Talla

Lugar de nacimiento

Teléfono de residencia

Direccion de residencia

INFORMACION CLINICA (Pacientes)

Clasificacion clinica Hipertensién Pulmonar

Familiar

Idiopatica

Medida de Presién Arterial Pulmonar Media al
diagndstico (Cateterismo)

mmHg

Presidn Sistdlica Vascular (Ecocardiografia)

Edad de inicio de los sintomas

Antecedentes familiares

Institucién referente
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