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RESUMEN

Introduccién y objetivos: La hipertension arterial pulmonar asociada a lupus eritematoso sistémico (HAP-
LES) es una rara enfermedad de baja incidencia. En este estudio se caracterizaron molecularmente los
genes y modificadores genéticos relacionados con la HAP en pacientes con HAP-LES.
Pacientes y métodos: Se analizaron 3 pacientes diagnosticados de HAP-LES y 100 individuos control, previa
firma del consentimiento informado.
Resultados: Dos de las 3 pacientes con HAP-LES analizadas resultaron ser portadoras de mutaciones
patogénicas en los genes BMPR2 y ENG. Tras el andlisis in silico, las mutaciones patogénicas se buscaron
en individuos control y en diferentes bases de datos, siendo este resultado negativo, por lo que fueron
analizadas funcionalmente. La tercera paciente tan solo present6é polimorfismos en los genes BMPR2,
ACVRL1 y ENG. Se identificaron diversas variaciones en los modificadores genéticos en las 3 pacientes
analizadas. La presencia de estos modificadores, junto con las mutaciones patogénicas, podrian dar lugar
a un fenotipo mas severo en los pacientes con HAP.
Conclusiones: Presentamos, por primera vez, pacientes con HAP-LES portadores de mutaciones patogé-
nicas en los principales genes relacionados con la HAP y con alteraciones en los modificadores genéticos.
© 2018 Elsevier Espafa, S.L.U. Todos los derechos reservados.
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ABSTRACT

Background and objective: Pulmonary arterial hypertension associated with systemic lupus erythemato-
sus (PAH-SLE) is a rare disease with a low incidence rate. In this study, PAH related genes and genetic
modifiers were characterised molecularly in patients with PAH-SLE.
Patients and methods: Three patients diagnosed with PAH-SLE and 100 control individuals were analysed
after signing an informed consent.
Results: Two out of the three analysed patients with PAH-SLE were carriers of pathogenic mutations in
the genes BMPR2 and ENG. After an in silico analysis, pathogenic mutations were searched for in control
individuals and different databases, with negative results, and they were thus functionally analysed.
The third patients only showed polymorphisms in the genes BMPR2, ACVRL1 and ENG. Several genetic
variants and genetic modifiers were identified in the three analysed patients. These modifiers, along with
the pathogenic mutations, could lead to a more severe clinical course in patients with PAH.
Conclusions: We present, for the first time, patients with PAH-SLE carrying pathogenic mutations in the
main genes related to PAH and alterations in the genetic modifiers.
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Introduccion

La hipertensién arterial pulmonar (HAP; OMIM#178600, ORPHA
422) es una enfermedad rara que se hereda de forma autosé-
mica dominante con penetrancia incompletal. Se caracteriza por
la remodelacién de las arterias precapilares pulmonares, derivando
en un engrosamiento de las paredes vasculares y el aumento de la
resistencia al flujo sanguineo que termina provocando insuficien-
cia cardiaca derechay, posteriormente, muerte prematura’. La HAP
tiene una incidencia anual de entre 1,2 y 3,2 casos por millén y una
prevalencia de entre 4,6 y 16 casos por millén, afectando entre 2 y
4 veces mas a mujeres. La edad media al diagnéstico esta en torno
a los 45 afios, pese a que los sintomas pueden aparecer a cualquier
edad?3.

La HAP se clasifica como HAP idiopatica, HAP familiar o asociada
a otras enfermedades o a la exposicién a drogas o toxinas!2>. Den-
tro de la HAP asociada a otras enfermedades o a la exposicién a
drogas o toxinas destaca la HAP asociada a enfermedades del tejido
conectivo, siendo la esclerodermiay el lupus eritematoso sistémico
(LES) las mas frecuentes’?3. Se estima que la HAP asociada a LES
(HAP-LES) aparece entre un 0,5% y un 14% de los pacientes diagnos-
ticados de LES*°. Los pacientes con HAP-LES son en un 90% mujeres
jovenes con una edad media al diagnéstico de 33 afios. El tiempo
medio desde el diagnéstico de LES hasta el desarrollo de HAP fue
en el registro francés de 4,9 afios, con una tasa de supervivencia a
los 5 afios del 83,9%*>6.

Los mecanismos genéticos de la HAP todavia no han sido desen-
traflados completamente. Mutaciones en el gen del receptor de tipo
I de la proteina 6sea morfogenética (BMPR2) han sido relacionadas
con mas del 70% de los casos de HAP familiar y hasta el 40% de
los de HAP idiopatica. Aunque otros genes como el receptor tipo
I de la Activina-Like-Quinasa (ALK1/ACVRL1) y la endoglina (ENG)
también han sido relacionados con el desarrollo de la HAP’. Sin
embargo, hasta la fecha, en pocos trabajos se han descrito mutacio-
nes en estos genes en pacientes con esclerodermia sistémica®. Por
el contrario, otros genes han sido relacionados con la esclerodermia
sistémica® 19,

Hasta la fecha, no se han descrito mutaciones en los princi-
pales genes implicados en la HAP en pacientes con HAP-LES. Por
ese motivo, en este trabajo realizamos un andlisis de los principa-
les genes y modificadores genéticos relacionados con la HAP en 3
pacientes diagnosticadas con HAP-LES.

Presentacion de los pacientes

En el estudio se incluyeron tres pacientes, todas mujeres, con
HAP-LES, previa firma del consentimiento informado, de acuerdo
con los principios éticos para la investigacion médica en seres
humanos establecidos en la declaracién de Helsinki y promulga-
dos por la Asociacién Médica Mundial. Asimismo, el Comité Etico
local (Comité Autonémico de Etica da Investigacién de Galicia) dio
su aprobacién para el estudio.

El diagnéstico de la HAP se realizé mediante un cateterismo car-
diaco derecho. Los criterios diagnésticos fueron una presién arterial
pulmonar media >25mmHg con una presién arterial enclavada
< 15 mmHg sin tratamiento, acorde al protocolo establecido por la
European Respiratory Society y 1a European Society of Cardiology. Dos
de las pacientes se encontraban en clase funcional Il y un paciente
en CF III. En todos los casos se realiz6 angiotomografia computada
para descartar tromboembolia. Para el tratamiento de la HAP se
utilizé en 2 casos bosentan y en otro ambrisentan. Las tres pacien-
tes tenian anticuerpos anticardiolipina positivos. El fenémeno de
Raynaud estaba presente en 2 de ellas. Una de las pacientes estaba
en tratamiento con micofenolato y ciclofosfamida y las otras dos

con ciclofosfamida, prednisona e hidroxicloroquina. Tras 3 afios de
seguimiento ninguna habia fallecido. Las caracteristicas clinicas y
hemodindmicas se muestran en la tabla 1.

Como controles, para analizar los cambios identificados en los
genes y modificadores genéticos analizados en este estudio, rela-
cionados con la HAP, se han utilizado muestras de 100 individuos
sanos de poblacién general sin familiares conocidos afectos de HAP,
ya utilizadas en otros estudios por nuestro grupo de investigacién’.

Resultados

Se analizaron los genes BMPR2 (receptor tipo II de la proteina
6sea morfogenética), ACVRL1 (receptor tipo II de la activina like
quinasa), ENG (endoglina) y KCNA5 (canales K* dependientes de
voltaje, miembro 5), algunos de los principales genes relacionados
con la HAP, en las 3 pacientes incluidas en este estudio. Tras laiden-
tificacion de las variantes se realiz6 un exhaustivo andlisis in silico,
de todas las variantes, y un analisis in vitro, mediante las técnicas
de Luciferase Assay y Minigene Assay de las variantes encontradas en
el gen BMPR2. Con los analisis in silico y funcionales se identificaron
mutaciones patogénicas en 2 de las pacientes analizadas. La tercera
de las pacientes era portadora de 3 polimorfismos. En la tabla 2 se
pueden observar los cambios en los principales genes para cada una
de las pacientes analizadas.

Ninguna de las variantes identificadas en este andlisis en las
pacientes 1y 2 fueron detectadas en los 200 cromosomas controles
utilizados, para conocer la incidencia de los cambios encontrados
en poblacién general. Sin embargo, los 3 polimorfismos detectados
en la paciente 3 aparecieron en la poblacién control analizada con
una frecuencia de entre un 5% y un 10%. Asimismo, todas las varian-
tes han sido buscadas en diferentes bases de datos (1000 genomas,
ExACy DECIPHER)y tan solo aquellas clasificadas como polimorfis-
mos tras el analisis in silico e in vitro aparecen en las bases de datos.
Para clasificar las variantes como patogénicas, como variantes de
significado incierto (VUS) o como polimorfismos hemos utilizado
las recomendaciones del Colegio Estadounidense de Genética y
Gendémica Médica (Richards et al., 2015). Ademas, las variaciones
identificadas en este estudio en la regién exdnica de los genes se
encuentran conservadas durante la evolucién.

La variante c.1-301G>A, identificada en la regién 5UTR del gen
BMPR2 de la paciente 1, mostré una disminucién de la actividad
transcripcional del gen tras el anlisis funcional mediante la técnica
de Luciferase Assay. La variante c.637C>A (p.R213R), identificada en
la regién exénica del gen BMPR2 de la paciente 2, no mostré altera-
ciones en el mecanismo del splicing tras ser analizadas mediante la
técnica de Minigene Assay. Sin embargo, esta variante es catalogada
como patogénica por todos los programas informaticos utilizados, y
no aparece en las bases de datos ni en los cromosomas control ana-
lizados, por lo que deberia ser clasificada como una VUS. La variante
c.498G>A (p.Q166Q), identificada en la regiéon exénica del gen ENG,
también en la paciente 2, ha sido clasificada como patogénica. El
conocimiento actual indica que las mutaciones sinénimas pueden
desempefiar un importante papel en el procesamiento del ARN. No
se haidentificado ninglin cambio, para ninguna de las pacientes, en
el gen KCNA5. En la figura 1 se muestran los electroferogramas de
las variaciones identificadas en estas pacientes.

El andlisis molecular de diversos modificadores genéticos (tabla
2), mostré que las 3 pacientes eran portadoras del polimorfismo
c.1-1853.1897del44 en el gen SLC6A4/SERT1 (transportador de
serotonina) y una de ellas resulté ser portadora del polimorfismo
¢c.5665G>T (p.K198N)en el gen EDN1 (endotelina-1). En cuanto alos
3 polimorfismos asociados al gen TRPC6 (canal receptor de catién
de potencial transitorio C, isoforma 6), 2 de ellos estaban presen-
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