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INFORMACION DEL ARTiCULO RESUMEN
HiS{Ofia del articulo: Introduccién: La hipertensién arterial pulmonar (HAP) es una enfermedad en la que se implican, entre
Recibido el 16 de octubre de 2012 otras, la via del éxido nitrico (NO). Se ha descrito un polimorfismo en el gen de la sintasa inducible del NO

Aceptado el 16 de octubre de 2013

) (NOS2) que consiste en la repeticion del pentanucleétido CCTTT dando lugar a menor produccién de NO.
On-line el 15 de enero de 2014

El objetivo del estudio fue conocer si este polimorfismo incrementa la susceptibilidad para desarrollar
HAP.
Meétodos: Se compararon 64 pacientes diagnosticados de HAP grupos1y 1vy 50 controles sanos. Mediante
Oxido nitrico PCR se genotiparon las muestras de ADN para este polimorfismo. Se compard la distribucién en ambos
Polimorfismo grupos y se correlacioné con parametros clinicos, hemodinamicos y respuesta terapéutica.
Sintasa del 6xido nitrico tipo II Resultados: Se observé una distribucién significativamente diferente en el nlimero de repeticiones entre
pacientes y controles (p<0,0001). Agrupando las muestras en formas cortas (ambos alelos con menos
de 12 repeticiones) y largas (> 12 repeticiones) se observé que los primeros tenian un riesgo casi 4 veces
superior de desarrollar HAP (odds ratio: 3,83; IC95%: 1,19-12,32; p=0,024). No hubo diferencias entre
los tipos mas frecuentes de HAP ni en la respuesta terapéutica o supervivencia. No existi6 correlacién
entre parametros hemodindmicos y el ndmero de repeticiones en los pacientes, solo débil
correlacién con la presién arterial pulmonar sistélica.
Conclusiones: Existen diferencias significativas en la distribucién del polimorfismo CCTTT del gen NOS2
entre pacientes con HAP y poblacién sana. Una menor repeticién del pentanucleétido CCTTT en el gen de
la NOS2 podria incrementar el riesgo de desarrollar HAP.

© 2012 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Palabras clave:
Hipertensién arterial pulmonar

CCTTT Pentanucleotide Repeats in Inducible Nitric Oxide Synthase Gene
Expression in Patients With Pulmonary Arterial Hypertension

ABSTRACT

Keywords: Introduction: One of the pathways involved in pulmonary arterial hypertension (PAH) is the nitric oxide
PUlmonarg arterial hypertension (NO) pathway. A polymorphism in the inducible NO synthase (NOS2) gene has been described, consisting
Nitric oxide

of the CCTTT pentanucleotide repeat, which causes a reduction in NO production. The aim of this study
was to determine if this polymorphism increases susceptibility to developing PAH.

Methods: Sixty four patients with a diagnosis of PAH groups1 and 1v and 50 healthy controls were com-
pared. DNA genotyping of the samples for this polymorphism was performed using PCR. The distribution
between both groups was compared and correlated with clinical and haemodynamic parameters and
therapeutic response.

Results: A significantly different distribution was observed in the number of repeats between patients
and controls (P<.0001). When the samples were categorised by short forms (both alleles with less than
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12 repeats) and long forms (> 12 repeats), it was observed that the former had an almost 4-fold risk of
developing PAH (odds ratio: 3.83; 95%Cl: 1.19-12.32, P=.024). There were no differences between the
most common types of PAH, either in therapeutic response or survival. There was no correlation between
haemodynamic parameters and the number of repeats in the patients, and only a weak correlation with

systolic PAH.

Conclusions: There are significant differences in the distribution of the NOS2 promotor CCTTT polymorp-
hism between patients with PAH and the healthy population. A minor CCTTT pentanucleotide repeat in
the NOS2 gene may increase the risk of developing PAH.

© 2012 SEPAR. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La hipertension arterial pulmonar (HAP) es una enfermedad
poco frecuente que de forma progresiva da lugar a un incremento
de las resistencias de las arterias pulmonares. Esto es debido a
una disfuncién del endotelio, caracterizada por el aumento de la
produccién de sustancias con efecto vasoconstrictor y proliferativo
y disminucién de otras con efecto opuesto. Entre estas Gltimas se
encuentra el 6xido nitrico (NO), que ademas de ser un potente vaso-
dilatador pulmonar, tiene otras acciones como la inhibicién de la
activacion plaquetaria o de la proliferacién de las células muscula-
res lisas de los vasos sanguineos'. EI NO es sintetizado a partir de la
L-arginina mediante la sintasa del NO (NOS), y existen 3 isoformas:
NOS1 o neuronal, NOS2 o forma inducible y NOS3 o endotelial. La
NOS2 es la principal fuente de NO en situaciones inflamatorias que
impliquen exposicién a citocinas, como factor de necrosis tumoral
alfa, IL-1, interferén-gamma y endotelina-1 (ET-1)2. El gen de la
NOS2 se encuentra localizado en el cromosoma 12, al igual que
el gen que codifica la proteina transportadora de serotonina, otro
importante actor en la regulacién del tono vascular pulmonar. Exis-
ten numerosos trabajos que han demostrado una disminucién en la
concentraciéon de NO tanto en el plasma como en los pulmones de
pacientes con HAP idiopatica o asociada®*. La causa de esta dismi-
nucién parece ser una menor actividad de la NOS que da lugar a una
disminucién de la sintesis endégena de NO°. En situaciones proin-
flamatorias la actividad NOS probablemente es en su mayor parte
dependiente de NOS2, dado que la forma constitutiva (NOS3) tiene
una concentracién mucho menor. ET-1, en el caso de pacientes con
HAP, también actia como un potente inductor de la actividad de
NOS2. Sin embargo, en pacientes con esclerosis sistémica y HAP se
ha observado que la concentracién de NO no se correlaciona con el
incremento de ET-1, manteniéndose en valores normales a pesar
del notable aumento de esta tltima®. Ello se podria justificar por la
presencia de algin tipo de polimorfismo en NOS2 con menor capa-
cidad de sintesis de NO. Se ha descrito un polimorfismo situado en
la regiéon promotora del gen NOS2 que consiste en la repeticion de
un pentanucleétido CCTTT’ que parece proteger contra la malariay
ademas disminuye el riesgo de nefropatia diabética®?. En pacientes
con esclerodermia se pudo comprobar que existia una correlacién
entre la repeticién de este pentanucleétido y el cociente NO/ET-1
sérico, independientemente de que existiera o no HAP, lo que
apunta que en presencia de una elevada concentracién de ET-1,
como sucede en la HAP, este polimorfismo podria ser responsable
de la baja produccién de NO® y un importante factor en la pato-
genia de la enfermedad. Todos estos hallazgos sugieren que este
polimorfismo podria tener algtin papel en el desarrollo de HAP.

El objetivo de nuestro trabajo fue conocer la distribucién de
este polimorfismo en pacientes con diversos tipos de HAP y ver la
posible relaciéon entre el nimero de pentanucleétidos y parametros
hemodinamicos y clinicos

Material y métodos

Se incluyeron pacientes adultos consecutivos de nuestra unidad
diagnosticados de HAP del grupo1 y 1v de Dana Point que dieron

su consentimiento para el estudio tras explicarles los objetivos
del mismo. En todos los casos el diagnéstico se basé inicial-
mente en un ecocardiograma de sospecha y posteriormente un
cateterismo derecho en reposo (presioén arterial pulmonar media
[PAPm] >25mmHg, presiéon de enclavamiento <15mmHg). Se
recogieron los siguientes datos: edad al diagndstico, sexo, inicio
de los sintomas, tipo de HAP, clase funcional (CF), valores hemo-
dindmicos en ecocardiografia y cateterismo, datos de laboratorio
incluyendo autoinmunidad y péptido natriurético cerebral (BNP),
distancia recorrida en el test de 6 min y respuesta al tratamiento,
especialmente inhibidores de fosfodiesterasa 5. Como controles se
escogieron estudiantes universitarios sin ningtin antecedente pato-
l6gico personal o familiar en relacién con HAP. El comité de ética
local dio su aprobacién al estudio.

Muestras

El ADN se obtuvo a partir de leucocitos periféricos extraidos de
sangre venosa mediante el kit FlexiGene DNA (Qiagen, Alemania),
congelandose a -70°C hasta su procesado. La regiéon promotora
correspondiente se amplific6 mediante PCR con los cebadores
siguientes: 5’-ACC CCT GGA AGC CTA CAA CTG CAT-3’ (forward);
5’-GCC ACT GCA CCC TAG CCT GTC TCA-3 (reverse). Los diferentes
alelos se obtuvieron por electroforesis capilar mediante un sis-
tema de analisis genético ABI Prism 3100 (Applied Biosystems,
California, EE.UU.). El tamaiio de los alelos fue calculado usando
el programa informatico GeneScan Analysis con el sistema de eti-
quetado de tamafo GeneScanTM-400 ROX (Applied Biosystems,
California, EE.UU.).

Andlisis estadistico

El objetivo principal fue conocer las diferencias en la distribu-
cién del ndmero de pentanucleétidos CCTTT en pacientes con HAP
en relacién con la poblacién sana. Dado el tamafio de la mues-
tra, se utilizaron test no paramétricos. Para la comparacién entre
el nimero de repeticiones se usé el test de Mann-Whitney. Las
variables cualitativas se analizaron usando tablas de contingen-
cia mediante la prueba de chicuadrado o el test de Fisher. El test
de Spearman fue utilizado para correlaciones entre el nimero de
nucleétidos y parametros hemodinamicos. Un valor de p <0,05 se
considero significativo. Todos los calculos fueron realizados con el
programa SPSS v19.

Resultados

Las caracteristicas de los 64 pacientes incluidos (37 mujeres)
pueden verse en la tabla 1. Los tipos mas frecuentes de HAP fueron:
idiopatica (19 casos, 29,6%), asociada a conectivopatias (17 casos,
26,5%) y tromboembdlica (14 casos, 21,8%). La edad media en
el momento del diagnéstico fue 52+ 16afos, con una PAPm de
49 4+ 15 mmHg.

El andlisis del polimorfismo CCTTT fue posible en todas las
muestras de pacientes y controles. Encontramos 10 alelos con un
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Tabla 1
Caracteristicas de los pacientes
Pacientes 64
Varones/mujeres 37/27
Edad (afios) 52+16
PAPm (mmHg) 49415
PAPs (mmHg) 77+19
Resistencia vascular pulmonar (U Wood) 10,7 +6
Indice cardiaco (I/min/m?) 2,3+07
Test de 6 min (m) 338+72
Tipo HAP
Idiopatica 19
Conectivopatias 17
Tromboembdlica 14
Cardiopatias congénitas 7
Portopulmonar 5
VIH 2

HAP: hipertensién arterial pulmonar; PAPm: presién arterial pulmonar media; PAPs:
presién arterial pulmonar sistélica; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.

niimero de pentanucleétidos repetidos entre 8 y 17 veces. La distri-
bucién fue significativamente diferente entre pacientes y controles
(tabla 2), con una mediana de 12veces en los pacientes y 13
en los controles (p<0,0001). Al analizar de forma separada los
50 pacientes con HAP del grupo1 (fig. 1) las diferencias alcanzaron
también el mismo grado de significacién estadistica (p <0,0001).
Para calcular el riesgo que podria suponer tener menos penta-
nucleétidos dividimos tanto los pacientes como los controles en
2 grupos: corto (los dos alelos con un nimero de repeticiones
menor de 12) o largo (12 o mas repeticiones), encontrando dife-
rencias claramente significativas (odds ratio [OR]: 3,83; intervalo
de confianza [IC] al 95%: 1,19-12,32; p=0,024). Al analizar los para-
metros hemodinamicos no se observé una correlacion significativa
con el namero de pentanucleétidos, aunque con la PAP sistélica
medida durante el cateterismo diagndstico alcanzé significacién
estadistica, pero con un valor de r muy bajo (fig. 2). Al comparar
el nimero de pentanucledtidos entre los 3 tipos mas frecuentes
de HAP no se encontraron diferencias significativas. Para evaluar
la posible relacién entre nimero de pentanucleétidos y respuesta
terapéutica al final del primer afio los pacientes se dividieron en
3 grupos: mejoria, estabilizacion o empeoramiento. Se utilizé la
clase funcional como medida. No se observaron diferencias sig-
nificativas (p=0,81). Al agrupar los pacientes en funciéon de tener
menos de 12repeticiones o bien 12 0 mas tampoco se apreciaron
diferentes respuestas terapéuticas (p=0,44). Analizamos también
la respuesta al tratamiento en los 3 primeros meses con inhibidores
de la fosfodiesterasa 5 en relacién con el nimero de pentanucleé-
tidos. En total, 25 pacientes recibieron sildenafilo. En 10 casos se
consider6 buena respuesta (mejoria de al menos una CF y/o mas
de 50m en el test de 6 min), mientras que en los otros 15 no se

Tabla 2
Frecuencias de distribucién de las repeticiones del pentanucleétido
Pacientes Controles

8 3(2,4%) 1(0,8%)
9 14 (11%) 3(2,4%)
10 20 (15,7%) 10(7,9%)
11 27 (21,3%) 20 (15,7%)
12 31(24,4%) 20 (15,7%)
13 19 (15%) 25(19,7%)
14 6(4,7%) 9(7,1%)
15 4(3,1) 4(3,1%)
16 1(0,8%) 6 (4,7%)
17 1(0,8%) 2(1,6%)

Se observa una clara diferencia en las frecuencias de las repeticiones de los pen-
tanucledtidos (p<0,0001), predominando un niimero menor en los pacientes en
comparacién con los controles.

30+

Frecuencia

10 11 12 13
Repeticiones

Pacientes
Controles

Figura 1. Comparacion entre la distribucién del ndmero de repeticiones CCTTT en
los 50 pacientes con HAP del grupo1y los controles. Se observa una diferencia clara-
mente significativa enladistribucién del nimero de repeticiones (p <0,0001), siendo
menor en los pacientes.

consigui6. La distribucién de pentanucleétidos no fue significativa-
mente diferente (p=0,15) (fig. 3).

Todos los pacientes fueron seguidos un minimo de 2 afios. Para
ver si existi6 diferencia en la distribucién de alelos entre los
fallecidos y supervivientes se excluyeron los pacientes con HAP
tromboembdlica y asociada a cardiopatias congénitas, por su dife-
rente prondstico, y los sometidos a trasplante pulmonar. De los
43 pacientes incluidos en este analisis, fallecieron 7. No se encon-
traron diferencias significativas (p=0,67) (tabla 3).

Discusion

El presente estudio ha mostrado una distribucién significativa-
mente diferente en el nimero de pentanucleétidos CCTTT en el gen
de la NOS2 entre pacientes afectos de diferentes tipos de HAP y
la poblacién general, correspondiendo a los primeros formas mas
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Figura 2. Correlacién entre el nimero de repeticiones y presién arterial pulmonar
sistélica (PAPs). Se observé una débil correlacién entre el nimero de pentanucled-
tidos y los valores de PAPs medida en el cateterismo diagnéstico (r=-0,225).
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Figura 3. Distribucién de los pentanucleétidos en funcién de la respuesta a silde-
nafilo. No se observaron diferencias en el nimero de pentanucleétidos entre los
respondedores (10 casos) y no respondedores (14 casos) al tratamiento con sildena-
filo (p=0,15), un firmaco que actia sobre la via del NO.

Tabla 3

Distribucién en funcién de tener los dos alelos > o <de 12 repeticiones
Pentanucleétidos (n) Pacientes Controles
<12 16 4
>12 48 46

El riesgo de padecer la enfermedad siendo portador de menos de 12 repeticiones
del pentanucleétido se incrementé de forma muy significativa (OR: 3,83; IC95%:
1,19-12,32; p=0,024).

cortas que se asocian a una menor capacidad transcripcional de la
enzima. Este es el primer estudio que valora este polimorfismo en
diversos tipos de HAP, incluyendo las formas idiopaticas. Uno de
los hallazgos mas interesantes ha sido encontrar un incremento
del riesgo de desarrollar esta enfermedad superior a 3 veces si en
los 2 alelos el nimero de pentanucleétidos era inferior a 12. Pre-
viamente se habia observado que los pacientes con HAP asociada
a esclerodermia presentaban también un niimero menor de repe-
ticiones en comparacién con esclerodermia sin HAP, hallazgo que
parece demostrar un papel de este polimorfismo en la susceptibili-
dad para desarrollar HAP en esta enfermedad®. Ese mismo trabajo,
mediante un vector que insert6 secuencias que contenian entre 6 y
14 repeticiones del pentanucleétido en fibroblastos humanos, com-
probd un incremento gradual en la actividad transcripcional de la
NOS2 a medida que aumentaban los pentanucleétidos.

La via del NO juega un papel crucial en el control del tono vas-
cular pulmonar. Su principal fuente de produccién es el endotelio y
epitelio del pulmén, es decir, se trata de una regulacién local'®.
Inicialmente el efecto del NO en el arbol vascular pulmonar se
estudi6 utilizando inhibidores no selectivos de las diferentes iso-
formas de la NOS, pero posteriormente, al disponer de animales de
investigacion genéticamente modificados para no expresar alguna
isoforma, se pudo conocer mucho mejor el papel que tiene cada una
de ellas. Por ejemplo, la deplecién de NOS3 produce hipertensién
sistémica relevante y solo leve hipertensién pulmonar sin remode-
lado aparente'!. NOS2 esta regulada por mediadores inflamatorios
y tiene un papel escaso en situaciones no patolégicas. Se ha obser-
vado un notable incremento de la concentracién de NO mediado

por NOS2 en el distrés respiratorio, que paraddjicamente, debido
a la reaccién con peroxinitrito, una especie reactiva del oxigeno
muy abundante en esta situacion, favorece el dafio endotelial y la
aparicién de hipertensién pulmonar’2. Lo mismo sucede en anima-
les de experimentacién expuestos a humo de tabaco, en los que la
NOS2 y el peroxinitrito son fundamentales en la génesis de enfi-
sema y HAP. La inhibicién de NOS2 previene la aparicién de ambos
e incluso revierte parte de las lesiones'?, lo que de nuevo indica
la importancia de NOS2 en situaciones de estrés o con actividad
inflamatoria.

La repeticién del pentanucleétido CCTTT es altamente polimoér-
fica, algo que se observa también en nuestro estudio, donde el
nimero de alelos varié entre 8 y 17. Esta variacién parece ser
relevante en la regulaciéon de la transcripciéon de la NOS2 y en la
proteccion frente a algunas enfermedades. Por ejemplo, en un estu-
dio irlandés los portadores de 14 repeticiones tuvieron un riesgo
relativo de padecer retinopatia diabética de 0,21 en comparacién
con el resto!®. Este mismo niimero de repeticiones también fue
claramente superior en diabéticos sin nefropatia en relacién con
los que si la tenian®. Diversos trabajos han sefialado la importancia
que parece tener este polimorfismo en enfermedades inflamato-
rias. Un estudio en pacientes con artritis reumatoide no encontré
diferencias con respecto a la poblacion general en la presencia de
2 polimorfismos en el gen de NOS3 y sin embargo si fue significati-
vamente diferente la repeticiéon CCTTT de la NOS2'°. Este estudio,
de forma parecida al nuestro, mostré un incremento del riesgo de
padecer artritis reumatoide, en este caso algo mas de 2 veces, si el
nimero de repeticiones era inferior a 12.

No se encontraron diferencias en la distribucién de los penta-
nucleétidos en los tipos mas frecuentes de HAP. Ello puede estar
influido por el tamafio de la muestra, pero es posible que refleje la
realidad. Con los datos disponibles, la patogenia de la HAP parece
ser multifactorial, implicando diversas sefiales celulares, no una en
concreto, con complejas interacciones entre ellas. Incluso las muta-
ciones en el gen del receptor tipo 2 de las proteinas morfogenéticas
del hueso (BMPR2), uno de los mecanismos mas importantes en la
aparicién de HAP hereditaria, no suponen mas del 20% de riesgo de
padecer la enfermedad'57. La via del NO es muy importante, y se
podria teorizar que ante una situacién favorecedora de HAP, como
una enfermedad del tejido conectivo, hipertension portal, etc., la
presencia de un polimorfismo que altera uno de los mas poten-
tes estimulos vasodilatadores pulmonares incrementa el riesgo de
padecer la enfermedad. Los resultados de nuestro estudio apoyan
esta posibilidad.

No encontramos una correlacién entre los parametros hemodi-
namicos y el nimero de pentanucleétidos, salvo débil con la PAP
sistdlica, a pesar de que una menor produccién de NO con peor regu-
lacién del tono vascular podria ser un factor que tendiera a elevar
las resistencias pulmonares. Dado que el niimero de test vasodila-
tadores positivos fue muy pequeiio (3 pacientes), no se pudo hacer
ningln andlisis al respecto.

Se podria haber supuesto a priori una mejor respuesta tera-
péutica a los inhibidores de fosfodiesterasa5 en los pacientes con
menos pentanucleétidos, dado que la produccién de NO esta dis-
minuida, pero los datos del estudio no lo confirmaron. Este tipo
de farmacos ha probado su eficacia en el tratamiento de la HAP
en numerosos ensayos'®!?, Aunque hicimos el andlisis en los
25 pacientes que tomaron esta clase de fairmacos, el estudio no tenia
un disefio adecuado para ello, pues se incluyeron tipos diferentes de
HAP,y en algo mas de la mitad de los casos se trataba de tratamiento
combinado tras haber fracaso otro fairmaco. Posiblemente la tnica
forma de valorarlo adecuadamente seria con una muestra mucho
mas homogénea y en tratamiento de inicio, dado que el nimero
de variables confusoras que implica nuestro estudio dificulta sacar
conclusiones con un grado de certeza razonable. También se podria
especular que si la sintesis de NO esta notablemente disminuida,
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aun inhibiendo en parte la destruccién de su efector, el GMP-c, en
muchos la concentracién alcanzada no seria suficiente para tener
efectos relevantes. Quiza utilizando riociguat, un fairmaco atin no
comercializado que estimula directamente la guanilato-ciclasa2’ y
por tanto es independiente de la concentracién de NO para ejercer
su funcion, se podrian obtener datos mas fiables.

No encontramos diferencias en la distribucién del polimor-
fismo entre fallecidos y supervivientes. Se excluyeron los 2 tipos
con mejor pronoéstico (cardiopatias congénitas y tromboembélica,
algunos de estos Gltimos tratados con endarterectomia) y los que
fueron sometidos a trasplante pulmonar para evaluar los pacientes
a priori con prondéstico mas parecido. Lo idéneo hubiera sido estra-
tificar el andlisis en funcién de la severidad de la enfermedad en
el momento del diagnéstico, pero el tamaiio de la muestra lo hacia
practicamente imposible. El tiempo de seguimiento, 2 afios, quiza
sea pequefio para obtener resultados relevantes.

En conclusion, en este trabajo se ha encontrado una menor repe-
ticion del pentanucleétido CCTTT en la regién promotora del gen
de la NOS2 en pacientes con HAP de diversos tipos en compara-
cién con poblacién general. Un nimero de repeticiones inferior
a 12 en los 2alelos aumenté de manera muy significativa el
riesgo de padecer la enfermedad. Dado que la actividad trans-
cripcional de la NOS2 parece incrementarse con el niimero de
pentanucleétidos, este polimorfismo posiblemente tenga algin
tipo de papel patogénico en el desarrollo de la enfermedad y podria
ser interesante su estudio en pacientes con enfermedades asociadas
a HAP.
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