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RESUMEN

Introduccion y objetivos: El papel de la genética en el diagndstico y la personalizacion de los tratamientos
de las aortopatias, es cada vez mayor. En este estudio se analiz la prevalencia de variantes genéticas en
pacientes con sindrome aértico agudo (SAA) admitidos consecutivamente en una unidad de cuidados
intensivos y se evalu6 su utilidad clinica.
Meétodos: Mediante secuenciacion masiva, se analizé 42 genes asociados a aortopatias en pacientes con
SAA no sindromico. Las variantes identificadas se segregaron mediante secuenciacién Sanger en los
familiares disponibles. Ademas, se estudid la relacion entre los resultados genéticos y algunas
caracteristicas clinicas mediante la aplicacion de los test exactos de Fisher y de Fisher-Freeman-Halton.
Resultados: El andlisis de los datos genomicos de 73 pacientes de SAA dio como resultado la
identificaciéon de 34 variantes candidatas en 32 individuos, localizadas en 14 genes diferentes. La
segregacion familiar se realizé en 31 individuos pertenecientes a 9 familias, donde se encontraron
13 portadores de los que 10 mostraron un genotipo compatible con SAA. El estudio estadistico indic6 que
la ausencia de hipertensién, una menor edad, una historia familiar de SAA y la ausencia de dolor estan
asociadas con un estudio genético positivo.
Conclusiones: Se amplid el espectro mutacional asociado a SAA. Ademas, tanto los pacientes indice como
los familiares estudiados se han visto beneficiados por estos resultados, por lo que se puede establecer el
protocolo de seguimiento adecuado para cada uno de ellos. Por Gltimo, es importante destacar la
posibilidad de utilizar variables clinicas estadisticamente significativas como factores predictores del
caracter hereditario del SAA.
ClinicalTrials.gov (Identifier: NCT04751058)
© 2022 Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. en nombre de Sociedad Espafiola de Cardiologia.

Genetic profile in patients with complicated acute aortic syndrome: the GEN-AOR
study

ABSTRACT

Introduction and objectives: Genetic testing is becoming increasingly important for diagnosis and
personalized treatments in aortopathies. Here, we aimed to genetically diagnose a group of acute aortic
syndrome (AAS) patients consecutively admitted to an intensive care unit and to explore the clinical
usefulness of AAS-associated variants during treatment decision-making and family traceability.
Methods: We applied targeted next-generation sequencing, covering 42 aortic diseases genes in AAS
patients with no signs consistent with syndromic conditions. Detected variants were segregated by
Sanger sequencing in available family members. Demographic features, risk factors and clinical
symptoms were statistically analyzed by Fisher or Fisher-Freeman-Halton Exact tests, to assess their
relationship with genetic results.
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Results: Analysis of next-generation sequencing data in 73 AAS patients led to the detection of 34 heterozygous
candidate variants in 14 different genes in 32 patients. Family screening was performed in 31 relatives
belonging to 9 families. We found 13 relatives harboring the family variant, of which 10 showed a genotype
compatible with the occurrence of AAS. Statistical tests revealed that the factors associated with a positive
genetic diagnosis were the absence of hypertension, lower age, family history of AAS and absence of pain.
Conclusions: Our findings broaden the spectrum of the genetic background for AAS. In addition, both
index patients and studied relatives benefited from the results obtained, establishing the most
appropriate level of surveillance for each group. Finally, this strategy could be reinforced by the use of
stastistically significant clinical features as a predictive tool for the hereditary character of AAS.
ClinicalTrials.gov (Identifier: NCT04751058)
© 2022 Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. on behalf of Sociedad Espaiiola de Cardiologia.

INTRODUCCION

Los sindromes adrticos agudos (SAA) engloban 3 afecciones que
ponen en peligro la vida, como son la diseccién adrtica aguda, el
hematoma intramural y la {ilcera aértica penetrante’. En Espafia, el
SAA se da en entre 20 y 40 casos/millén de habitantes/afio y se
detecta con mayor frecuencia en los varones (73%)°. E1 70% de estos
casos afectan a la aorta ascendente, el 30% a la parte descendente, y
en el 78,7% el mecanismo fundamental es la diseccién®. Solo
alrededor de un 5% de los aneurismas de la aorta toracica son
sintomaticos antes de que aparezca una complicaciéon con peligro
para la vida que surge de forma impredecible y se manifiesta por
una muerte sabita cardiaca®. Asi pues, un diagndstico en el
momento oportuno es esencial y permite salvar vidas'. Clasica-
mente, hay diversos factores de riesgo que se han asociado al SAA,
como la hipertension (76,6%), la enfermedad aterosclerdtica (27%),
el consumo de cocaina (1,8%) o el tabaquismo y la dislipidemia®. De
igual modo, el SAA puede estar involucrado en cualquier trastorno
asociado a alteraciones estructurales de la pared aédrtica, como las
conectivopatias, los aneurismas previos, la presencia de una
valvula aértica bictispide® o la lesién aértica directa tras la cirugia o
una intervencion percutanea.

El SAA puede formar parte de sindromes genéticos bien
caracterizados, como el sindrome de Marfan, el sindrome de
Loeys-Dietz o el sindrome de Ehlers-Danlos vascular. Ademas, el
SAA puede manifestarse en forma de una enfermedad aislada,
limitada a la aorta toracica (SAA no sindromico) y puede ser de
caracter esporadico (80% de los SAA no sindrémicos*’) o
hereditario, dependiendo de la presencia de otros familiares
afectados. El SAA es una enfermedad genéticamente heterogénea,
con formas de presentacion clinica solapadas; en consecuencia, los
datos genéticos de los pacientes han pasado a ser cruciales durante
el diagnéstico, para la identificacién de otros familiares en riesgo® y
para el manejo personalizado del paciente, incluida la eleccion del
momento oportuno para una reparacién quirtrgica profilactica®.

Tras la introduccién de la secuenciacion de nueva generacion
(NGS), se han alcanzado logros notables en el descubrimiento de
variantes genéticas y de las moléculas reguladoras clave asociadas
al SAA”''9-12 Hasta la fecha, se han asociado al SAA variantes
situadas en alrededor de 40 genes, que suponen un 20% a 30% del
total de casos. Se ha demostrado una transmisiéon autosémica
dominante en la inmensa mayoria de los pacientes con la
enfermedad, si bien se ha observado también una transmision
autosdmica recesiva y una herencia ligada al cromosoma X',

Las aortopatias tienen una mayor probabilidad de asociarse a
una causa genética cuando la persona afectada tiene menos de
50 afios o antecedentes familiares de aneurisma adrtico o diseccion
aé6rtica o de muerte siibita inexplicada'®. Ademas, la presencia de
algunas manifestaciones sistémicas puede sugerir la presencia de
una aortopatia toracica heredable sindromica.

En este estudio analizamos la prevalencia de las variantes
genéticas en un grupo de pacientes con SAA no sindréomico
ingresados en la unidad de cuidados intensivos, con objeto de

explorar la utilidad clinica de las variantes asociadas al SAA en la
toma de decisiones terapéuticas y en la trazabilidad familiar de esta
enfermedad clinicamente silente y causante de una gran morbilidad.

METODOS
Cohorte de pacientes y vigilancia

Se llev6 a cabo un estudio de observacién prospectivo en un
grupo de pacientes consecutivos ingresados en la unidad de
cuidados intensivos del Hospital Universitario Virgen del Rocio de
Sevilla, con un diagnoéstico de SAA entre octubre de 2017 y enero de
2020. El estudio fue autorizado por el Portal de ética de la
Investigacion biomédica de Andalucia (PEIBA) (cbdigo interno del
GEN-AOR 2436-N-20, ensayos clinicos [NCT04751058]). Se obtuvo
un consentimiento informado para la inclusi6on en el estudio
genético y para fines de investigacion de todos los pacientes o sus
tutores legales si procedia.

Las manifestaciones clinicas que se consider6 que eran signos
que sugerian un SAA durante la evaluacion inicial de los pacientes
fueron las siguientes: signos de dolor toracico intenso con una
irradiacion tipica, hipertension, pulso deficitario, diferencia de la
lectura de la presion arterial entre los dos brazos, semiologia de
insuficiencia aortica, signos de fallo ventricular, electrocardiograma
inespecifico (normal o con hipertrofia ventricular izquierda),
radiografia normal o con ensanchamiento del mediastino y otros
signos clinicos que pudieran alertar al clinico respecto a la presencia
de un sindrome de Marfan subyacente con el empleo de la escala de
Gante. La confirmacién del SAA se realizé con el empleo de una
angiografia de tomografia computarizada (angio-TAC) multicorte
(cortes de 1 mm), con y sin el empleo de contraste yodado, para su
posterior reconstruccion. Después de la confirmacion y el analisis de
las imagenes, se trato a los pacientes segiin las recomendaciones de
la guia de la Sociedad Europea de Cardiologia'® para el segmento
afectado y para las caracteristicas angiograficas halladas.

Tras la evaluacion clinica y las exploraciones de imagen, se
incluy6 en el estudio genético a los pacientes que cumplian los
siguientes criterios: a) SAA confirmado mediante angio-TAC; b)
edad > 16 afios y c) ausencia de signos compatibles con trastornos
sindrémicos. Se excluy6, en cambio, a los pacientes que ingresaron
sin vida. Una vez seleccionada la cohorte de pacientes, se utilizo el
registro de historias clinicas electronicas para obtener informacion
sobre sus antecedentes personales y familiares, la forma de
presentacion clinica y el curso de la enfermedad. A este respecto,
los antecedentes familiares solamente se consideraron positivos si
se identificaban otros familiares con aortopatias o muerte stbita.

Se recomend6 un analisis de segregacion familiar para todos los
casos en los que se detect6 una variante genética, incluidas las
variantes probablemente patogénicas y las variantes de significado
incierto. Después del asesoramiento genético, se evalué mediante
una ecocardiografia a los familiares que aceptaron una exploracion
clinica después de un resultado positivo o incierto en la prueba
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genética. Se utiliz6 angio-TAC durante la evaluaciéon clinica
Unicamente después de observar una alteracion en la ecocardio-
grafia. Todos los familiares positivos fueron remitidos a los
departamentos de asistencia integral de cardiopatias familiares
y de enfermedades raras de nuestro centro.

Aislamiento de ADN y analisis de calidad

Se realiz6 una extraccién automatica de acido desoxirribonu-
cleico (ADN) gen6mico con el empleo de un instrumento Chemagic
360 (Perkin Elmer, Estados Unidos). La integridad y la pureza del
ADN se verificaron mediante electroforesis en gel y con el empleo
de métodos tanto fluorimétricos como espectrofotomeétricos.
Puede consultarse una descripcion detallada del proceso completo
en el apartado de métodos del material adicional.

Disefio del panel de genes de aortopatias

Se utiliz6 un panel de captura (Roche, Estados Unidos) que
incluia 42 genes (tabla 1 del material adicional) relacionados con
diferentes aortopatias. La seleccion de los genes capturados se baso
en las guias actuales, las bases de datos publicas y el consenso de
expertos. Puede consultarse una informacién mas detallada al
respecto en el apartado de métodos del material adicional.

Preparacion de la biblioteca y generacion de los datos de
secuenciacion

Se utilizd un microgramo de ADN genomico para cada
preparacion de biblioteca utilizando el SeqCap EZ Library SR
version 5.1 (Roche, Estados Unidos) segin el protocolo del
fabricante, con modificaciones de caracter menor (apartado de
meétodos del material adicional). La secuenciacion se llevo a cabo
en la plataforma Illumina NextSeq500 (Illumina, Estados Unidos).

Analisis bioinformatico

El analisis de los datos se realiz6 con el empleo de un protocolo
validado con anterioridad'®, con algunas modificaciones (apartado
de métodos del material adicional).

Priorizacion de las variantes y evaluacion de la patogenicidad

Las variantes se priorizaron mediante criterios clinicos y
genéticos establecidos (apartado de métodos del material adicio-
nal). Finalmente, solo se presentaron las variantes clasificadas como
patogénicas, probablemente patogénicas o de significado incierto.

Analisis estadistico

Las variables continuas se expresan en forma de
media + desviacion estandar, mientras que las variables discretas se
presentan mediante nimero absoluto y porcentaje. Todos los casos se
clasificaron en los 2 grupos siguientes: a) individuos con variantes
claramente patogénicas o probablemente patogénicas y b) individuos
sin variantes o con variantes de significado clinico incierto. Las
diferencias existentes entre los dos grupos en cuanto a las variables
discretas se estimaron con la prueba exacta de Fisher, excepto en el caso
de tablas de contingencia mayores de 2x2, para las que se utilizo la
prueba exacta de Fisher-Freeman-Halton. Los resultados obtenidos se
consideraron estadisticamente significativos para valores de p bilate-
rales < 0,05. Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el
empleo del programa IBM SPSS Statistics for Windows, version 25.0
(IBM Corp., Estados Unidos).

Para evaluar la exactitud diagnéstica de las variantes de
relevancia clinica y utilizar su combinacién como herramienta de
prediccion de la heredabilidad, se calcularon los siguientes
atributos'”"'8: tasa de positivos verdaderos (o sensibilidad), tasa
de negativos verdaderos (o especificidad), tasa de falsos positivos,
tasa de falsos negativos y odds ratio (OR), que representa la
probabilidad esperada de que un caso con una variable clinica dada
sea genéticamente positivo frente a la probabilidad de que un caso
sin esa variable clinica tenga una prueba genética positiva. Un valor
de OR superior a 1 implica una probabilidad de que un caso
genético positivo manifieste una determinada variable superior a
la probabilidad de que no la manifieste. Es de destacar que los casos
clasificados como inciertos no se incluyeron en estos calculos.

RESULTADOS

Caracteristicas demogrificas y clinicas de los casos de sindrome
aortico agudo

Entre octubre de 2017 y enero de 2020, hubo un total de
83 pacientes con SAA ingresados en la unidad de cuidados
intensivos que cumplieron los criterios de inclusion en el estudio
genético. Sin embargo, 10 de ellos fallecieron en las primeras horas,
sin posibilidad de obtener muestras de ADN, con lo que quedaron
en total 73 pacientes para el estudio. En la tabla 1 se muestran las
caracteristicas clinicas generales de este grupo de pacientes,
mientras que en la tabla 2 del material adicional se presenta una
informacion detallada para cada uno de los casos. La mediana de
edad fue de 57 afos, con una relacion varones/mujeres de
aproximadamente 3:1. Con el empleo de la clasificacion de
Stanford, el 63% de los casos se encontraban en la clase Stanford
Ay el 37%, en la clase Stanford B. La diseccion (74%) fue la forma
clinica mas frecuente. La hipertension y el tabaquismo fueron los
factores de riesgo mas comunes, y se observaron de manera ain
mas frecuente en los pacientes con una diseccion de aorta de tipo B
(70,3% y 81,4%, respectivamente). En 57 pacientes, el primer
sintoma fue el dolor, acompafiado de una crisis hipertensiva en
27 de ellos. En 60 pacientes (82,2%) se utilizd un tratamiento
quirdrgico, con caracter de emergencia o urgencia en el 46,2% de
los casos. Es de destacar que el 47,9% de los pacientes tenian un
diametro adrtico inferior a 5 cm.

Identificacion de las variantes genéticas

Nuestra aplicacion de NGS nos permitio abarcar el 97,1% de las
bases diana, con lo que hubo una cobertura media de 357,9 x y un
porcentaje de lecturas mapeadas en la diana del 83,4%. Todas las
regiones codificantes correspondientes a genes asociados a
aortopatias (tabla 1 del material adicional) se cubrieron en >
20x. El andlisis de los datos de NGS condujo a la deteccion de
34 variantes genéticas candidatas heterocigotas en un total de
32 pacientes (tabla 2 y figura 1), incluidas 24 de cambio de sentido,
4 de corte y empalme, 3 que provocan un desplazamiento de la
pauta de lectura, 2 deleciones que no afectan al desplazamiento de
la pauta de lecturay 1 variacion en el nimero de copias (figura 2A).

Estas variantes se hallaron en 14 genes diferentes, siendo el gen
MYH11 el que mostré una mayor prevalencia de mutacion, seguido
del MYLKy del FBN1 (figura 2B). Aunque estos genes intervienen en
un amplio espectro de vias moleculares (tabla 1 del material
adicional), la mayoria de ellos (22 casos, 69%) se asociaron a una
disecci6n adrtica en nuestra cohorte (figura 3A). En todos los casos,
nuestros resultados fueron compatibles con un patron de
transmision hereditaria autosémica dominante excepto para la
familia 10, en la que la heterocigosidad compuesta con 2 cambios
en el GAA se consider6 la causa mas probable de la enfermedad.
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Tabla 1
Caracteristicas del grupo del estudio
Niamero/media + DE Porcentaje/intervalos P
Descripcién de los pacientes
Total de pacientes 73 100 -
Edad de presentacion del SAA ? 57+13,16 16-81 -
<55 afios 33 45,2 < 0,001¢
Varones 54 74 0,241
Mujeres 19 26
Geografia, raza
Andalucia 70 95,8 0,557
Otras 3 4,2
Raza caucésica 73 100 -
Tipo de presentacién clinica
Aguda (<15 d) 54 74 1,000 ®
Subaguda (> 15 d) 7 9,6
Cronica (> 1 mes) 12 16,4
Stanford A 46 63 0,278
Stanford B 27 37
Didmetro de la aorta, cm® 4,57+1,5 2,5-12,5 -
Tipo
Diseccion 52 74 0,562 °
Ulcera penetrante 5 6,8
Hematoma intramural 7 9,6
Ruptura de aneurisma 2 2,7
Aneurisma 7 9,6
Factores de riesgo
Tabaquismo 44 60,3 0,424
Hipertension 42 57,3 0,007 ©
Cirugia cardiaca 3 41 0,557
DM 5 6,8 0,610
EPOC 8 11 0,432
Antecedentes familiares 15 20,5 0,003 ©
Hiperlipidemia 19 26 0,241
Abuso de drogas 15 20,5 0,267
Vilvula bictspide 2 2,7 1,000
Sintomas clinicos
Dolor 57 78,1 0,009 ©
Crisis hipertensiva 28 38,4 1,000
Pulso deficitario 23 31,5 1,000
Shock 13 17,8 0,326
Insuficiencia renal aguda 21 28,8 0,393
Taponamiento cardiaco 6 8,2 0,663
Isquemia de 6rganos internos 12 16,4 1,000
Sincope 14 194 0,744
Tratamiento
Tratamiento médico 13 17,8 0,742
Tratamiento quirtrgico 60 82,2
Cirugia abierta 40 66,6 0,371
Endovascular 20 27,4
Criterios de tratamiento
De emergencia 28 38,4 0,833 °
Urgente 13 17,8
Demorado 19 26
Estancia en la UCI ¢ 11+11,2 1-51 -
Estancia en el hospital ¢ 21+17,5 1-70 -
Muertes relacionadas con SAA 14 19,2 0,747

SAA: sindrome aodrtico agudo; DM: diabetes mellitus; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica; UCI: unidad de cuidados intensivos; DE: desviacion estandar.
Los datos se expresan en forma de media + desviacion estandar e intervalos de confianza para las variables continuas (*) y de niimero absoluto y porcentaje para las variables
discretas. Los valores de p indican la significacién obtenida aplicando la prueba estadistica (prueba exacta de Fisher o prueba exacta de Fisher-Freeman-Halton (®), segtin proceda)
para relacionar los resultados genéticos con las variables discretas, y las marcadas con una letra c son estadisticamente significativas (°).
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Tabla 2
Mutaciones causantes probables y variantes de significado incierto identificadas en la cohorte del estudio
ID Gen Mutacion Presencia en Ref. Relevancia Herramientas de prediccion in silico ACMG Nuestra
GnomAD clinica notificada clasificacion
cDNA Proteina Sift PPhen CADD HSF MutTast
3 MYH11 c.3766_3768del  p.Lys1263del 13 het ! pp b - - - - CE VSI PP
8 MYLK c.3929T> G p.Leu1310Arg Ninguna Nueva n.d. D PD P - CE VSI PP
10 GAA c-32-13T> G n. d. 856 het/1 hom 2 pab - - B - CE P P
c.2237G> C p.Trp746Ser 20 het 3 p b D PD P - CE P P
12 MYLK c.4749C> A p.His1583GIn Ninguna Nueva n.d. D PsD P - CE VSI PP
15 FBN1 C.7334T> C p.Leu2445Pro Ninguna Nueva n.d. D PD P - CE PP PP
18 FBN1 c.7412C> G p.Pro2471Arg 7 het 4 VS| ab< T PD P - CE VSI VSI
19  MYH11° Duplicacibn de  n.d. n.d. 5 IPC P4 - - - - - VSI VSl
16p13.11
22 MYLK c.5329C>T p.Pro1777Ser 4 het rs! VvSI 2 D PD P - CE VSI VSI
27 ELN c1150+1G>A n.d. 17 het 7 p? - - P WSB CE P P
28 COL1A1 c.2995C>T p.Pro999Ser Ninguna Nueva n.d. T PD P - CE PP PP
29 NOTCH1 c4372G> A p.Ala1458Thr 23 het rs? N T B B - PM B VSI
31 MYLK c.2149G> A p.Asp717Asn 25 het 8 Vsl &0 D PD P - CE VSI VSI
35 ACTA2 c.897T> G p-Asn299Lys Ninguna Nueva n.d. D PsD P - CE VSI PP
38  MYHI1  ¢2156G> A p.Arg719GIn Ninguna 9 p 2P D PD P - CE PP P
39 MYLK c.1315G> A p.Gly439Arg 7 het rs® VvSI 2 D PsD P - CE VSI PP
40 TGFBR2 c.1061C>T p.Ala354Vval 7 het rs* nd" T B P - CE VSI VSI
44 ACTA2 c412A> G p.lle138Val Ninguna Nueva n.d. T PD P - CE VSI PP
48 NOTCH1  ¢.2263_2265del  p.Asn755del 60 het rs’ VSI € - - - - CE B VSI
49" GAA c.2237G> C p.Trp746Ser 20 het 10 p abe D PD P - CE P P
52 ELN c1921C> A p.Leu641lle Ninguna Nueva n.d. T PD B - PM PB VSI
53  SLC2A10  c.1334del p.Gly445Glufs*40 24 het 1 p abe - - - - CE P P
60 ELN c.1288G> A p.Gly430Arg 6 het rs® n. d. T PD B - PM PB VSI
61 MYHI11 c.4599 +2dup n. d. Ninguna s’ P? - - - WSB CE VSI P
62 FBN2 c.2671A> G p.lle891Val Ninguna Nueva n.d. T B B - CE VSI VSI
63 FBN1 c.8517del p.Glu2841Asnfs*4  Ninguna Nueva n.d. - - - - CE P PP
6% NFI c.2816del p.Asn939llefs*14  Ninguna 12 pP - - - - CE P PP
65 COL5A2 c.2806G > A p.Gly936Arg Ninguna rs® n. d. D PD P - CE VSI PP
67 FBN1 c.5917+1G>T n.d. Ninguna rs® P € - - P WSB CE P P
68 MYH11 c.3397G> C p.Ala1133Pro Ninguna Nueva n.d. D PD P - CE VSI PP
69 FBN1 c1130G>T p.Cys377Phe Ninguna Nueva n.d." D PD P - CE PP PP
71 MYH11 c.214G> A p.Gly72Arg Ninguna Nueva n.d. T B P - CE PB VSI
72 TGFBR1  ¢934G>T p.Gly312Cys Ninguna Nueva n.d." D PD P - CE PP PP
TGFBR2  ¢.1067G > A p.Arg356GIn 5 het rs'° VSI &€ T B P - CE PP PP

ACMG: clasificacion de las variantes basada en los criterios del American College of Medical Genetics and Genomics; B: benigna; CADD: combined annotation dependent depletion
(se consideran patogénicas las variantes con una puntuaciéon > 15); IPC: interpretacion de patogenicidad contradictoria; D: deletérea; CE: causante de enfermedad; Het:
heterocigotos; Hom: homocigotos; HSF: human splicing finder; ID: nimero de identificacion; PB: probablemente benigna; PP: probablemente patogénica; MutTast: mutation
taster; n. d.: no disponible; Nuestra clasificacion: clasificacion de variantes basada en toda la informacion obtenida; P: patogénica; PD: probablemente deletérea; PM:
polimorfismo; Pphen: Pphen-2; PsD: posiblemente deletérea; Ref: referencias; rs1, rs748200926; rs2, rs200495793; rs3, rs190877071; rs4, rs376752333; rs5, 1s587778559;
1s6, 1s274470120; rs7, rs794728677; rs8, rs1471655044; rs9, rs363808; rs10, rs727504292; T: tolerada; VSI: variante de significado incierto; WSB: rotura en la posicion
silvestre de corte y empalme.
Todas las variantes detectadas se hallaron en estado heterocigoto. La relevancia clinica notificada se verificé tanto en las bases de datos ClinVar (?), LOVD () y HGMD (€) como
en la literatura (¢).

€ Variacion del nimero de copias que afecta a la region gendmica incluido el gen MYH11 y loci adicionales.

f Caso no resuelto debido a que solo se identificé 1 variante heterocigota en un gen autosémico recesivo.

& Fracci6n alélica de la variante del 27%, compatible con un mosaicismo somatico, que es un mecanismo frecuente en la NF1 y conduce a unos sintomas variables.

" Otro cambio en la misma posicién genémica se consideré patogénico o probablemente patogénico.

Aproximadamente el 40,7% de los pacientes (n=13) tenian sindrome de Marfan, respectivamente, y a los pacientes 28 y 65 se

variantes genéticas en genes que se han asociado previamente a les diagnosticé un sindrome de Ehler-Danlos. Esto nos permiti6
formas familiares no sindromicas, un 21,8% (n=7) a trastornos reclasificar el 18,7% de los casos como aortopatias sindromicas, lo
sindrémicos y un 37,5% (n=12) eran portadores de variantes en cual tiene consecuencias importantes para el manejo tanto del

genes asociados a formas tanto sindréomicas como no sindrémicas paciente como de los familiares.

(figura 3 B). Tiene interés sefialar que 14 casos a priori no

sindrémicos albergaban variantes patogénicas o probablemente Evaluacion de la relevancia clinica de las variantes identificadas
patogénicas en genes que se han asociado previamente a una

posible enfermedad aértica sindrémica. Por consiguiente, a los Diez de las 34 variantes identificadas se habian descrito
pacientes 10, 53, 64 y 69 se les diagnosticé una enfermedad de anteriormente como patogénicas o probablemente patogénicas
Pompe, sindrome de tortuosidad arterial, neurofibromatosis y en bases de datos piblicas o en la literatura, mientras que 8 habian
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Figura 1. Figura central. Diagrama de flujo de los pacientes, las pruebas de deteccion sistematica de los familiares y los resultados de las pruebas genéticas. Los
recuadros de color naranja indican los pasos principales llevados a cabo en nuestro proceso de trabajo, mientras que los resultados principales se indican en
recuadros de color rojo. Las medidas en curso aplicadas como consecuencia de este estudio se indican en recuadros de color verde. SAA, sindrome adrtico agudo;

Angio-TAC, angiografia de tomografia computarizada multicorte.

sido descritas anteriormente como variantes de significado
incierto, y 16 eran variantes nuevas sin ninguna asociacion clinica
hasta ese momento (tabla 2 y figura 4). Se llevd a cabo una
reevaluacion de las variantes segln las asociaciones clinicas
previas, el recuento de alelos en gnomAD, las predicciones de
patogenicidad in silico y los criterios del American College of Medical
Genetics and Genomics, con lo que se lleg6 a la reclasificacion de
19 variantes (figura 4). Esto condujo a la identificacion de
11 variantes de significado incierto en 11 casos (15,07%) y
de 23 variantes patogénicas o probablemente patogénicas en
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Figura 2. Clasificacion de las 34 variantes identificadas asociadas a una
aortopatia en nuestra cohorte. A: tipo de variantes seglin el tipo de
consecuencia. B: distribucion de los tipos de variantes, incluidas las de
cambio de sentido, desplazamiento de la pauta de lectura, ausencia de
desplazamiento de la pauta de lectura, corte y empalme, y grandes
duplicaciones en los genes asociados a la aortopatia en nuestra cohorte.

21 pacientes, aunque tan solo 20 casos se consideraron resueltos
(27,39%), ya que se halld una Gnica variante heterocigota en el gen
GAA autosomico recesivo en el paciente 49. Si se confirma una
asociacion clinica para estas variantes, la tasa diagnostica de este
estudio podria alcanzar el 42,46%.

Examen de deteccion sistematica de las familias y estratifica-
cion del riesgo

Hubo familiares pertenecientes a 9 familias en las que se
detectaron variantes candidatas que aceptaron ser estudiados
(tabla 3 y figura 1). Confirmamos la presencia de las variantes
detectadas en 13 de los 31 familiares analizados mediante
secuenciaciéon Sanger. Tres (I:4, I:5 e 1:17) de los 13 familiares
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Figura 3. Correlaciones entre genotipo y fenotipo. A: esquema del tipo de
aortopatia asociada a los genes identificados en este estudio. B: niimero de
casos portadores de variantes en genes asociados a formas de aortopatia
sindrémicas, no sindrémicas o de ambos tipos. El asterisco indica una variante
en el gen TGFBR1 presente en 1 de los casos portadores de una variante
concomitante en el gen TGFBR2.
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significado incierto.

eran portadores de variantes genéticas asociadas a un rasgo
autosomico recesivo y, por consiguiente, sus genotipos no eran
compatibles con un fenotipo de SAA. Los 10 familiares restantes
eran portadores de variantes genéticas compatibles con una patron
de herencia autosémica dominante, por lo que sus genotipos eran
coherentes con la presencia de un SAA.

Se ofreci6 una nueva evaluacion clinica a los 10 familiares con
un resultado positivo, pero solamente 8 de ellos acudieron a la cita.
Cuatro de estos Gltimos presentaban ya alteraciones cardiovascu-
lares: a) el individuo 1:16 (16 afios) presentaba una actividad
eléctrica cardiaca en reposo con un QTc en el limite superior
(464 ms); b) el individuo 1:20 (67 afios) presentaba una dilatacion

Tabla 3
Segregacion familiar de las variantes genéticas identificadas en los 9 pacientes en los que se dispuso de familiares

IDdela Gen Variante genética  Total de ID individual  Relacion con  Presencia de mutacién Signos actuales  Evaluacion clinica

familia familiares caso indice de SAA reciente

8 MYLK c.3929T> G 3 I:1 Hija No No n. p.
I:2 Hermana No No n. p.
I:3 Hermana No No n. p.

10 GAA c.-32-13T> G 2 1:4 Hija Si (€.-32-13T> G) No (¢.2237G>C) No n.p.*

c.2237G> C I:5 Hija No (c.-32-13T> G)  Si (c.2237G> Q) No n.p.*

12 MYLK c.4749C> A 4 1:6 Hermano No No n. p
1.7 Hermana Si No Si
1:8 Hijo No No n. p.
19 Hijo No No n. p.

18 FBN1 c.7412C> G 4 I:10 Hijo No No n. p.
I:11 Hija Si No Si
I:12 Hija No No n. p.
I:13 Hija No No n. p.

38 MYH11 c.2156G > A 3 I:14 Hijo No No n. p.
I:15 Hijo No No n. p.
1116 Sobrina Si Si Si

49 GAA c.2237G> C 2 1:17 Hija Si No np.*
[:18 Hijo No No n. p.

61 MYH11 c.4599 +2dup 10 I:19 Hermana Si No No
1:20 Madre Si Si Si
I:21 Tia materna No No n. p.
1:22 Tio materno Si Si Si
1:23 Primo Si No Si
1:24 Primo No No n. p.
1:25 Primo Si No Si
1:26 Sobrina Si No No
1:27 Sobrino No No n. p.
1:28 Sobrino No No n. p.

63 FBN1 c.8517del 2 1:29 Hermana No No n. p.
1:30 Hermana No No n. p.

69 FBN1 c.1130G>T 1 I:31 Hija Si Si Si

SAA: sindrome adrtico agudo; ID: niimero de identificacién; n. p.: no procede.

Todos los individuos portadores de mutaciones son heterocigotos. Los individuos con signos actuales de SAA mostraron alteraciones cardiovasculares en las exploraciones de
imagen mads recientes. Se ofrecié una evaluacion clinica reciente a los pacientes en los que se detect6 un genotipo causal, sin que ello fuera aplicable a los pacientes con el tipo

natural ni a los portadores de variantes autosdmicas recesivas (*).
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Menos de 65 afios

Figura 5. Asociacion entre los casos de sindrome aortico agudo hereditario y las manifestaciones clinicas significativas. Cada circulo corresponde a 1 de las familias
en estudio, y se indica su nimero de identificacién. El color de los circulos indica si se hallaron variantes patogénicas o probablemente patogénicas (rojo), variantes

de significado incierto (azul) o no se identificaron variantes candidatas (gris).

leve de la raiz aértica (37 mm) y de la aorta ascendente (40 mm)y
una insuficiencia adrtica de grado II; ¢) el individuo 1:21 (63 afios)
presentaba una dilatacion leve de la raiz adrtica (43 mm) y de la
aorta ascendente (38 mm), y una ateromatosis calcificada difusa
leve; y d) el individuo 1:31 (15 afios) presentaba una dilatacion leve
de la arteria pulmonar. Es de destacar que, con la excepcion del
individuo I:7, todos los familiares con resultados genéticos
positivos y sin signos actuales de aortopatias eran mas jovenes
que el paciente indice de su familia. De hecho, 11 de los
13 familiares en los que se detectd una variante de tipo familiar
se encuentran actualmente en edad reproductiva (< 50 afios).

Correlacion de los resultados genéticos con las variables
clinicas

Las pruebas estadisticas mostraron la existencia de diferencias
significativas entre los pacientes con un diagnostico genético claro y
los pacientes sin variantes causales o inciertas, para las siguientes

variables clinicas: hipertension, edad del paciente, antecedentes
familiares y dolor (tabla 1y figura 5). La ausencia de hipertension, una
edad < 55 afios, la presencia de antecedentes familiares de SAA y sin
dolor como primer sintoma mostraron una correlacion significativa
con la deteccion de variantes genéticas patogénicas o probablemente
patogénicas y, por consiguiente, con casos hereditarios.

Todos los casos resueltos se incluyeron en al menos 1 de estos
4 grupos estadisticamente significativos, mientras que la combina-
cion de las 4 variables significativas englob6 tan solo 3 de estos casos
(figura 5). De hecho, en la tabla 4 se muestra que, mientras que la
sensibilidad fue maxima para la edad y la hipertension (una tasa de
positivos verdaderos del 70% y 80%, respectivamente), los ante-
cedentes familiares y el dolor fueron los factores con mayor
especificidad (una tasa de negativos verdaderos del 90% y 85%,
respectivamente). La combinacién de estas variables clinicas nos
permitié obtener un buen equilibrio entre sensibilidad y especifi-
cidad, asi como mejorar su capacidad predictiva en funcién del
calculo de la OR. Si analizamos los valores maximos de este atributo,

Tabla 4
Atributos calculados para medir la exactitud diagndstica de las variables clinicas estadisticamente significativas
PV NV FP FN TPV (Sens.) TNV (Espec.) TFP TEN OR

HT 14 26 15 6 0,7 0,63 0,37 0,3 4,04
Edad 16 25 16 4 0,8 0,61 0,39 0,2 6,25
AF 9 37 4 11 0,45 0,90 0,10 0,55 7,57
Dolor 9 35 6 11 0,45 0,85 0,15 0,55 4,77
HT Edad 11 36 5 9 0,55 0,88 0,12 0,45 8,8
HT AF 5 40 1 15 0,25 0,98 0,02 0,75 13,33
HT Dolor 8 38 3 12 0,4 0,93 0,07 0,6 8,44
Edad AF 7 39 2 13 035 0,95 0,05 0,65 10,50
Edad Dolor 7 40 1 13 0,35 0,98 0,02 0,65 21,54
AF Dolor 4 41 0 16 0,2 1 0 0,8 n. p.
HT Edad AF 4 40 1 16 0,2 0,98 0,02 0,8 10
HT AF Dolor 3 41 0 17 0,15 1 0 0,85 n. p.
HT Edad Dolor 7 41 0 13 0,35 1 0 0,65 n. p.
Edad AF Dolor 3 41 0 17 0,15 1 0 0,85 n. p.
HT Edad AF 3 41 0 17 0,15 1 0 0,85 n p.
Edad + Dolor HT + AF 9 39 2 11 0,45 0,95 0,05 0,55 15,96

AF: antecedentes familiares; FN: falsos negativos; TFN: tasa de falsos negativos; FP: falsos positivos; TFP: tasa de falsos positivos; HT: hipertension; OR: odds ratio; NV:
negativos verdaderos; TNV: tasa de negativos verdaderos o especificidad (Espec.); PV: positivos verdaderos; TPV: tasa de positivos verdaderos o sensibilidad (Sens.).
El tamafio muestral efectivo fue de 61, puesto que los casos con variantes de significado incierto no se incluyeron en los calculos.
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la combinacion de edad y dolor (OR =21,54) y la combinacién de
hipertension y antecedentes familiares (OR=13,33) serian los
conjuntos con una mayor fuerza predictiva, aunque su sensibilidad
se reduciria (35% y 25%, respectivamente). Sin embargo, el empleo
conjunto de estas 2 combinaciones nos permitié mantener un valor
predictivo alto (OR = 15,96) sin reducir excesivamente la sensibi-
lidad (45%) y garantizando la especificidad (95%).

DISCUSION

La aortopatia constituye un importante reto diagnostico debido
a su caracter silente; sin embargo, sus complicaciones constituyen
una causa importante de gravedad extrema y de mortalidad. Dado
que mas del 20% de los pacientes refieren la presencia de unos
antecedentes familiares positivos, la genética del SAA se ha
investigado ampliamente como posible via para el diagnostico y
para la estratificacion del riesgo.

En este estudio utilizamos pruebas multigénicas basadas en
NGS como método de deteccidon sistematica para identificar
variantes genéticas relacionadas con la enfermedad en el contexto
del diagnoéstico molecular de las aortopatias. La observacion de
diferencias notables en el rendimiento diagnostico (del 3% al 37%)
es frecuente en este grupo de enfermedades'®!'!° y se ha
atribuido a diferencias en los criterios de inclusion de los pacientes,
en las reglas de clasificacion de las variantes y en la seleccion de los
genes a incluir en el estudio. De manera coherente con los datos
publicados con anterioridad '®!''° en el presente estudio
alcanzamos una tasa diagnostica del 27,39%, que puede aumentar
al 42,46% si las variantes clasificadas como de significado incierto
pasan a ser finalmente variantes probablemente patogénicas.

El andlisis bioinformatico nos permiti6 detectar 34 variantes
genéticas candidatas heterocigotas en 14 genes asociados al SAA. El
gen MYH11 fue el que mostr6 una mayor prevalencia de mutacion,
seguido de los genes MYLK y FBN1, lo cual es coherente con los
datos de prevalencia publicados con anterioridad!®?°. En cambio,
las variantes genéticas en el gen ACTA2 estan infrarrepresentadas
(6,2%) en nuestra poblacion en comparacién con lo indicado por
estudios previos (12%-21%)?', lo cual podria indicar un papel
menos importante de este gen en nuestra poblacion o un sesgo
motivado por las diferencias en los criterios de inclusion.

El establecimiento de correlaciones entre genotipo y fenotipo se
ve especialmente dificultado en estos trastornos a causa del amplio
espectro de manifestaciones fisicas, lo cual sugiere la intervencion de
factores de riesgo genéticos o ambientales multifactoriales'®?2,
Nuestros resultados respaldan el concepto de que un abordaje sin
hipotesis previas y con independencia de supuestos clinicos, en
genes cuidadosamente seleccionados por expertos, mejora consi-
derablemente el manejo genético de estos pacientes>>. Ademas, la
mayor parte de las enfermedades autosomicas dominantes que
suponen un riesgo para la vida de los pacientes presentan
importantes dificultades en su diagnostico antes de que se produzcan
complicaciones®. En consecuencia, una limitacién frecuente es el
tamafo muestral y la disponibilidad de familiares afectados para
poder realizar estudios de segregacion concluyentes. De hecho, en
este estudio, la segregacion familiar solamente se llevo a caboen 9 de
las 13 familias, lo cual resalta la importancia de realizar reevalua-
ciones perioddicas para afinar la clasificacion de las variantes. Esta
ardua tarea es de especial importancia cuando se detectan defectos
genéticos concomitantes>*. Es de destacar que se hallaron 2 variantes
probablemente patogénicas en los genes TGFBR1 y TGFBR2,
respectivamente, en el paciente 72; sin embargo, seran necesarios
nuevos estudios para determinar el grado de intervencion de cada
uno de ellos en la aparicién o la gravedad de la enfermedad.

Ademas, mas alla de esclarecer las correlaciones entre genotipo
y fenotipo y alcanzar un diagnoéstico genético de los pacientes

indice, las pruebas genéticas en el SAA desempefian un papel
crucial en la determinacién del riesgo familiar?. Los familiares en
riesgo asintomaticos, de mayor o menor edad de un individuo
afectado deben ser evaluados con prontitud para esclarecer su
estado genético y para establecer el grado apropiado de vigilancia.
El rastreo genético para la aortopatia familiar en 31 familiares
identificé un genotipo compatible con la aparicion de un SAA en
10 individuos que estan siendo objeto de seguimiento y
tratamiento al aparecer los sintomas (I:16, 1:20, 1:21 e 1:31).
Ademas, otros 3 individuos (I:4, I:5 e 1:17) eran portadores de
variantes que es posible que causen un SAA en el contexto de un
trastorno autosomico recesivo. Asi pues, un total de 13 individuos
pueden obtener también un beneficio con el asesoramiento
genético reproductivo y las pruebas genéticas previas a la
implantacion, lo cual tiene especial importancia teniendo en
cuenta que la mayor parte de los familiares estudiados estan en
edad reproductora. Ademas, la identificacion de los familiares en
riesgo evito la vigilancia de 15 individuos en los que no habia la
variante causante de la enfermedad, con lo que se redujeron los
costes asociados y se alivio la preocupacion de esos pacientes. No
obstante, la ausencia de una variante genética de significado clinico
incierto en un individuo (familia 18) no es suficiente para no
aplicar la vigilancia en ese individuo®®.

Es importante sefialar que el establecimiento de correlaciones
entre genotipo y fenotipo no solo nos permite prever la aparicion
de los sintomas en los pacientes portadores de variantes genéticas
causales, sino también predecir el caracter hereditario del SAA, a
pesar de que no se haya identificado todavia el defecto genético
subyacente. En este estudio, 4 caracteristicas clinicas mostraron
una asociaci6on significativa con la presencia de variantes
patogénicas. Mientras que variables clinicas como la presion
arterial normal, la forma de presentacion temprana de la
enfermedad y los antecedentes familiares positivos se han
asociado con anterioridad al SAA hereditario®*?°, este estudio
apunta también a la ausencia de dolor como indicador de una
enfermedad de la aorta toracica heredable. De hecho, nosotros
sugerimos que la combinacién de las variables clinicas de edad y
dolor, junto con la combinacion de la hipertensién y los
antecedentes familiares, puede aplicarse como herramienta
predictiva Gtil para detectar la heredabilidad. Es de destacar que
otras variables clinicas cominmente asociadas a los resultados
genéticos, como el tipo de diseccién aértica®’, no mostraron una
asociacion en este estudio, lo cual sugiere la existencia de
diferencias entre las poblaciones o de un sesgo debido a nuestro
tamafio muestral limitado.

CONCLUSIONES

En resumen, la aplicacion de esta estrategia de NGS sirvi6 de
guia para el manejo clinico de nuestros pacientes con aortopatias,
al prevenir eventos causantes de emergencias médicas en los
propios pacientes y en sus familiares y proporcionar un
asesoramiento genético y reproductivo apropiado. A medida que
las pruebas genéticas pasen a ser de uso mas generalizado y tengan
mayor exactitud, podria desarrollarse una biblioteca integral de
variantes genéticas patogénicas, con lo que mejoraria la estrati-
ficacion del riesgo, la posibilidad de intervenciones quirdirgicas
personalizadas gracias a la informacion genética, la diferenciacion
entre el SAA y otros trastornos graves, y el tratamiento de los casos
de SAA que plantean un reto clinico.
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('.QUfE SE SABE DEL TEMA?

- Las pruebas genéticas han pasado a ser un elemento
crucial durante el diagnostico, el tratamiento, la
vigilancia, la estratificacién del riesgo y la evaluacién
familiar de los pacientes con SAA.

- Hasta la fecha hay variantes en alrededor de 40 genes
que se han asociado al SAA.

- Contindan surgiendo correlaciones especificas entre
genotipo y fenotipo, lo cual permite un manejo y un
tratamiento mas precisos e individualizados de los
pacientes con SAA.

{QUE APORTA DE NUEVO?

- La identificacion de nuevas variantes asociadas al SAA,
con lo que se amplia nuestro conocimiento de la base
genética de este trastorno.

- La descripcion de la forma en la que los resultados
genéticos pueden contribuir a elaborar las estrategias
destinadas a prevenir y tratar el SAA.

- La posibilidad de predecir el caracter heredable del SAA
a través de la evaluacion y la combinacion de
caracteristicas clinicas como la hipertension, la edad,
el dolor y los antecedentes familiares.

ANEXO. MATERIAL ADICIONAL

Se puede consultar material adicional a este articulo en su
version electronica disponible en https://doi.org/10.1016/j.recesp.
2022.10.004
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