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RESUMEN

Introduccion y objetivos: Avances recientes en genética han permitido el descubrimiento de nuevos genes
relacionados con la hipertension arterial pulmonar, como TBX4 y KCNK3. El fenotipo y el pronostico
asociado a ellos se han detallado escasamente y se desconoce su papel en la poblacién espafiola. El
objetivo de este estudio es caracterizar genotipicamente una cohorte espafiola de pacientes con
hipertension arterial pulmonar idiopatica y hereditaria, describiendo el fenotipo y los factores
prondsticos asociados a BMIPR2 y a los nuevos genes (KCNK3 y TBX4).

Meétodos: Se selecciond a 165 pacientes adultos con hipertensién arterial pulmonar: 143 con
hipertension arterial pulmonar idiopatica y 22 con hipertension arterial pulmonar familiar. Se
compararon las caracteristicas basales y la supervivencia libre de eventos entre los distintos subgrupos,
se analizaron los factores predictores de mal pronéstico y se llevo a cabo el cribado familiar.
Resultados: El estudio genético fue positivo en 16 pacientes con hipertension arterial pulmonar
idiopatica (11,10%) y 15 con hipertension arterial pulmonar familiar (68,18%), y se hallaron
19 mutaciones en BMPR2, 4 en TBX4 y 3 en KCNK3. Se observo mayor supervivencia libre de eventos
en las formas asociadas a TBX4 (p < 0,01). El diagnéstico en clases funcionales avanzadas fue el Gnico
factor prondstico en las formas heredables. El cribado de familiares fue positivo en el 37,5%.
Conclusiones: En la poblacion espafiola con hipertension arterial pulmonar puede existir un sustrato
genético diferente, con menor proporciéon de mutaciones en BMPR2. A la vista de nuestros resultados, las
formas asociadas a TBX4 podrian conllevar un fenotipo mas benigno, y el diagnéstico tardio seria un
factor de mal prondstico en las formas heredables de la enfermedad.

© 2016 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Molecular Analysis of BMPR2, TBX4, and KCNK3 and Genotype-Phenotype
Correlations in Spanish Patients and Families With Idiopathic and Hereditary
Pulmonary Arterial Hypertension

ABSTRACT

Introduction and objectives: Recent advances in genetics have led to the discovery of new genes
associated with pulmonary arterial hypertension, such as TBX4 and KCNK3. The phenotype and prognosis
associated with these new genes have been scarcely described and their role in the Spanish population is
unknown. The aim of this study was to characterize the genetics of a Spanish cohort of patients with
idiopathic and hereditary pulmonary arterial hypertension and to describe the phenotype and
prognostic factors associated with BMPR2 and the new genes (KCNK3 and TBX4).
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Methods: A total of 165 adult patients were screened for BMPR2, KCNK3, and TBX4 mutations, 143 with
idiopathic pulmonary arterial hypertension and 22 with hereditary pulmonary arterial hypertension.
Baseline characteristics and survival were compared among the different subgroups and predictors of
poor outcomes were analyzed. We also performed family screening.

Results: The genetic study identified a possibly associated mutation in 11.1% of the idiopathic cases (n =
16) and in 68.18% of the hereditary cases (n=15). There were 19 mutations in BMPR2, 4 in TBX4, and 3 in
KCNK3. The forms associated with TBX4 showed the highest survival rate (P < .01). Advanced functional
class at diagnosis was the only factor associated with poor outcomes in the hereditary forms. In the
family screening, 37.5% of relatives tested positive.

Conclusions: The genetics of pulmonary arterial hypertension in the Spanish population may differ from
other populations, with a lower proportion of BMPR2 causative mutations. In our cohort, TBX4-related
forms of pulmonary arterial hypertension showed a more benign course and late diagnosis was the only
predictor of adverse outcomes in the hereditary forms of the disease.

Full English text available from: www.revespcardiol.org/en
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Abreviaturas

BMPR2: gen del receptor tipo 2 de la proteina morfogenética
Osea

HAP: hipertension arterial pulmonar

HAPH: hipertension arterial pulmonar heredable

HAPI: hipertension arterial pulmonar idiopatica

KCNK3: gen del canal de potasio subfamilia K, miembro 3

TBX4: gen del factor de transcripcion T Box 4

INTRODUCCION

La hipertensién arterial pulmonar (HAP) es una enfermedad
infrecuente de prondstico ominoso en ausencia de tratamiento. La
HAP puede presentarse en diferentes formas, entre ellas la HAP
idiopatica (HAPI) en ausencia de causa conocida y la HAP
hereditaria (HAPH) en caso de relacionarse con una alteracion
genética o de que haya agregacion familiar.

La HAPI es una enfermedad rara que afecta a 5,6 adultos/millon
de habitantes en Espaiia, con 1,2 casos nuevos por millon de
habitantes al afio, segiin datos del Registro Espaiiol de Hiperten-
sion Arterial Pulmonar (REHAP), registro voluntario espafiol de
pacientes con HAP en marcha desde el afio 2007, cuya metodologia
se ha descrito ampliamente'.

El primer gen relacionado con el desarrollo de HAPH fue BMPR2,
que codifica el receptor de la proteina morfogenética tipo 2 y regula
miltiples funciones celulares®>. Se han descrito mutaciones en
BMPR2 en el 75% de las formas familiares y el 25% de las idiopaticas,
que muestran un patroén de herencia autosémico dominante con
penetrancia incompleta (~20%) variable segin el sexo (el 42% de
las mujeres frente al 14% de los varones)®® y expresividad
variable*~’, y se desconocen los mecanismos moleculares subya-
centes®'2,

Se conocen mas de 300 mutaciones en BMPR2, a lo largo de sus
13 exones y 4 dominios proteicos*>, a mayoria de ellas (70%) tipo
frame-shift, nonsense o deleciones® y una minoria, tipo missense
(30%).

Avances recientes en genética, como la secuenciacion masiva,
han permitido el descubrimiento de nuevos genes relacionados
con la HAP*'3-29 tales como KCNK3, que codifica un canal de
potasio dependiente de pH'3, TBX4, que codifica el factor de
transcripcién TBX4'* implicado en el desarrollo embrionario y
relacionado con el sindrome de small patella, o los genes CAV1',
TOPBP1, SMADS o NOTCH3*'329  entre otros. Ademas, se ha

relacionado EIF2AK4 con el desarrollo de formas recesivas de
enfermedad venooclusiva pulmonar'®'”. La HAP se ha convertido,
por lo tanto, en una enfermedad genéticamente compleja con un
creciente niimero de genes implicados, y escasea el conocimiento
acerca del fenotipo asociado a cada uno de ellos.

Los objetivos de este trabajo son caracterizar genética y
fenotipicamente una cohorte espafiola de pacientes con HAPI y
HAPH, analizar el impacto prondstico de las diversas alteraciones
genéticas, los factores predictores de muerte o entrada en lista de
espera de trasplante pulmonar en esta poblacién y el impacto
familiar en términos de penetrancia y dinamica del cribado de
familiares.

METODOS

El estudio multicéntrico espaiiol de genética de HAP se inicid en
noviembre de 2011. Se trata de un estudio observacional y
ambispectivo de pacientes adultos con HAPI/HAPH atendidos en
2 centros espafioles (Hospital Universitario 12 de Octubre y
Hospital Universitario Vall d’Hebron, e incluidos en el Biobanc del
Hospital Clinic de Barcelona). Para el presente analisis se excluy6 a
los pacientes con enfermedad venooclusiva pulmonar, y se
conformaron 2 cohortes: una de pacientes consecutivos atendidos
en el Hospital Universitario 12 de Octubre y el Hospital
Universitario Vall d’'Hebron (enero de 2011 a mayo de 2015) y
otra de pacientes incluidos en el Biobanc del Hospital Clinic de
Barcelona (enero de 2013 a marzo de 2014). El diagndstico de HAP
se realizd seglin recomendaciones internacionales®!. Segin
hubiera historia familiar de HAP, previamente al analisis genético
se clasifico a los pacientes en HAP familiar (historia familiar
positiva) o HAPI (historia familiar negativa), y tras el analisis
genético se los reclasificé en formas idiopaticas (historia familiar
negativa y sin alteraciones genéticas) y heredables (pacientes con
historia familia positiva y analisis genético positivo, con historia
familiar positiva y andlisis genético negativo y pacientes con
historia familiar negativa pero analisis genético positivo). Los datos
clinicos se obtuvieron del REHAP y el analisis genético se llev) a
cabo en el Instituto de Genética Médica y Molecular (INGEMM) del
Hospital Universitario La Paz.

Caracterizacion clinica

Se analizaron datos demograficos (sexo y edad), clinicos (clase
funcional de la New York Heart Association [NYHA], prueba de
marcha de 6 minutos, sincope), hemodinamicos (presion en
auricula derecha, presion arterial pulmonar media, indice cardiaco
y resistencia vascular pulmonar arteriolar, respuesta al test agudo
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vasodilatador) y parametros de funcién pulmonar (flujo espiratorio
en 1 s, capacidad vital forzada y capacidad de difusién de monoxido
de carbono de todos los pacientes al diagnostico. Se realiz6 cribado
clinico y radioldgico del sindrome de small patella en portadores de
mutaciones en TBX4.

Estudio molecular

Se llevo a cabo la secuenciacion de los exones y las uniones
intron-exon de BMPR2, TBX4 y KCNK3 y el estudio de reordena-
mientos cromosomicos mediante multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA) MLPA (multiplex ligation-dependent
probe amplification) (anexo 1 del material suplementario).

Las variantes identificadas se clasificaron segiin su frecuencia
en poblacion general considerando mutaciones a las ausentes o con
frecuencias alélicas muy bajas (< 0,01%) en bases de datos piblicas
(Exome Variant Server, 1000G y ExAC!>S del material suple-
mentario). Se evalu6 la patogenicidad de las variantes teniendo en
cuenta, ademas, su efecto en la proteina, su publicacion previa en la
bibliografia, la evidencia de cosegregacion con la enfermedad y los
resultados de predictores bioinformaticos (Polyphen-2, Mutation-
Taster*>>S delmaterial suplementario, SIFT [Sorting Intolerant from
Tolerant], MutPred, SNPs&GO). Asi, las variantes encontradas se
clasificaron en patogénicas, posiblemente patogénicas, variantes
de significado incierto y variantes no patogénicas (anexo 2 del
material suplementario). Una vez completado el estudio de los
probandos, se llevo a cabo el estudio genético de familiares de
primer grado de pacientes portadores de mutacion y se elaboro el
arbol genealégico.

Analisis estadistico

Se utilizaron los programas Stata (versiéon 13, Stata Corp.;
College Station, Texas, Estados Unidos) e IBM SPSS 22 (SPSS, Inc.;
Chicago, Illinois, Estados Unidos), y los datos se presentaron como
media + desviacion estandar con nivel de significacién en p < 0,05. Se
realiz6 un analisis de supervivencia univariante de Kaplan-Meier

tomando como origen del seguimiento el momento del diagnosticoy el
final del seguimiento el dia 15 de junio de 2015, con un seguimiento
maximo de 15 afios (censura tipo I generalizada). Se utilizo el log rank
test para la comparacion de supervivencias de los pacientes con HAPI y
HAPH y las formas asociadas a los distintos genes; el valor del evento se
defini6 como muerte o entrada en la lista de espera de trasplante
pulmonar. Se calculd la hazard ratio y el intervalo de confianza del 95%
de los factores clasicos (presion en auricula derecha, indice cardiaco,
prueba de marcha de 6 minutos, clase funcional de la NYHA al
diagndstico, sexo, presion pulmonar media arterial pulmonar y
resistencia vascular pulmonar) y se incluy6 la etiologia heredable.
Ademas, se evalud la interaccion entre los factores clasicos y el hecho
de ser heredable. Las variables que en el analisis univariable mostraron
un nivel de significacion de p < 0,10 se incluyeron en el modelo de
regresion de Cox multivariable, se aplicaron un método de seleccion
por pasos hacia delante y un método de seleccion por pasos hacia atras
para confirmar los resultados.

El estudio se ajusta a los principios de la Declaracion de Helsinki
y ala ley de proteccidn de datos personales y fue aprobado por los
comités éticos de los centros participantes. Todos los pacientes
otorgaron su consentimiento informado.

RESULTADOS

Se incluy6 a 165 pacientes con diagnostico de HAP entre el 1 de
noviembre de 2011 y el 1 de mayo de 2015; 143 (86,6%) sufrian
HAPI y 22 (13,3%), HAP familiar. En la tabla 1 se muestran las
caracteristicas basales.

Tipificacion clinica y genética de pacientes con hipertension
arterial pulmonar idiopatica o familiar

El estudio genético fue positivo para alguna variante en los tres
genes analizados en 31 probandos (18,78%): 16 con HAPI (11,10%)
y 15 con HAP familiar (68,18%). Se identificaron 19 variantes en
BMPR2 (tabla 1S del material suplementario) en 24 probandos,

Tabla 1
Caracteristicas basales de la poblacion, hipertension arterial pulmonar heredable frente a hipertension arterial pulmonar idiopatica
Poblacion total (n = 165) HAPH (n = 38) HAPI (n = 127) p

Subtipo pre-AG 143 HAPI, 22 HAPH 16 HAPI, 22 HAPH 127 HAPI -
Edad (arios) 40,68 + 16,13 35,18 + 17,51 42,84 + 15,22 0,006
Varones (%) 24,8 38,4 20,63 0,02
NYHA (%) 0,054

I-11 334 43,6 30,1

11 61,8 43,6 66,6

v 4,2 81 31
Sincope al diagndstico (%) 38,2 17,9 44,4 0,003
Respondedor al test agudo (%) 33,30 12,82 39,68 0,001
Respondedor crénico (%) 20,60 2,63 26,10 0,005
CVF (%) 88,89 + 16,9 93,67 + 11,35 87,54 + 18,25 0,03
FEV; (%) 87,29 + 14,89 92,44 + 12,1 85,89 + 15,46 0,01
DLCO (%) 72,23 + 20,67 76,00 + 24,14 71,91 + 21,10 NS
PM6M (m) 410,61 + 116,76 417,19 + 106,64 405,14 + 116,09 NS
PAD (mmHg) 7,59 + 4,79 8,16 + 5,58 7,42 + 4,53 NS
PAPm (mmHg) 55,77 + 14,43 59,28 + 15,54 54,69 + 13,95 NS
IC (I/m/m?) 234+ 0,72 2,31 + 0,67 2,36 + 0,67 NS
RVP (UW) 13,67 + 10,93 15,57 +£ 9,03 12,79 + 547 0,02

CVF: capacidad vital forzada; DLCO: capacidad de difusién de monoéxido de carbono; FEV,: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; HAPH: hipertension arterial
pulmonar heredable; HAPI: hipertension arterial pulmonar idiopatica; IC: indice cardiaco; NS: no significativo; NYHA: New York Heart Association; PAD: presion auricular
derecha; PAPm: presion arterial pulmonar media; PM6M: prueba de marcha de 6 minutos; RVP: resistencia vascular pulmonar arteriolar; Subtipo pre-AG: subtipo de HAP

previo al andlisis genético.
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Caracteristicas basales segin el gen afectado

HAPI (n = 127) Mutacion en

Mutacion en

Mutacion en exon

Mutacion en exon

HAPH sin

BMPR2 (n = 24) KCNK3 (n = 3) 8 de TBX4 (n = 2) 3 de TBX4 (n = 2) mutacién (n = 7)
Edad (afios) 42,84 + 15,22 37,07 + 15,83 17,52 + 10,11 7,55 + 3,5 43 +223 38,29 + 18,04
Subtipo pre-AG (%) 100,0 HAPI 52,1 HAPI 66,6 HAPI 100,0 HAPI 50,0 HAPI 0,0 HAPI
Varones (%) 20,63 38,40 33,30 50,00 0,00 57,10
NYHA HI-1V (%) 69,9 52,0 66,0 50,0 100,0 42,9
Sincope al diagnostico (%) 44,40 23,07 33,30 0,00 0,00 14,28
Respondedor agudo (%) 39,68 3,80 33,00 50,00 0,00 42,80
Respondedor crénico (%) 26,1 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0
CVF (%) 87,54 + 18,25 95,91 + 9,37 74,50 + 4,94 100,00 84,50 + 19,09 88,66 + 11,34
FEV, (%) 85,89 + 15,46 95,94 + 10,16 80,50 + 4,94 100,00 75,50 + 9,19 83,33 + 10,69
DLCO (%) 71,91 + 21,10 78,64 + 19,09 68,00 + 12,72 ND 29,00 67,83 + 14,70
PM6M (m) 405,14 + 116,09 391,33 £ 162,83 415,00 + 127,28 525,00 406,00 + 28,80 486,14 + 74,90
PAD (mmHg) 7,42 + 4,53 6,92 + 4,36 17,57 + 9,80 4,50 + 3,50 10,50 + 6,38 8,14 + 4,60
PAPm (mmHg) 54,69 + 13,95 57,59 + 15,43 73,33 + 11,84 51,50 + 28,99 47,00 + 4,24 60,86 + 16,83
RVP (UW) 12,79 + 547 14,37 £ 6,73 33,90 + 16,40 10,60 + 7,63 10,50 £+ 0,70 13,15 + 5,35
IC (1/m/m?) 2,36 + 0,67 2,33 + 0,75 2,44 + 1,01 2,60 + 0,42 ND 2,32 + 0,62

CVF: capacidad vital forzada; DLCO: capacidad de difusion de mondxido de carbono; FEV,: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; HAPF: hipertension arterial
pulmonar heredable; HAPI: hipertension arterial pulmonar idiopatica; IC: indice cardiaco; ND: no disponible; NYHA: New York Heart Association; PAD: presion auricular
derecha; PAPm: presion arterial pulmonar media; PM6M: prueba de marcha de 6 minutos; RVP: resistencia vascular pulmonar arteriolar; Subtipo pre-AG: subtipo de HAP

previo al andlisis genético.

3 variantes en TBX4 en 4 probandos y 2 variantes en KCNK3 en
3 probandos (tabla 2S del material suplementario). En la tabla 2 se
muestran las caracteristicas basales segin el gen afectado.

Mutaciones en BMPR2

El estudio genético fue positivo para BMPR2 en el 9,1% de los
pacientes con HAPI y el 50,0% de los pacientes con HAPH. Se
encontraron 19 variantes en BMPR2 (8 de ellas, de tipo missense) en
24 probandos pertenecientes a 20 familias no relacionadas;
2 probandos no relacionados compartian la misma variante
(p.Asp491Glu) (tabla 1S del material suplementario). Ocho de las
variantes encontradas ya estaban descritas en la literatura, frente a
11 no descritas, 9 de estas consideradas patogénicas por tratarse de
7 cambios radicales (frameshift, variantes estructurales o variantes
intrénicas con probable efecto en el splicing) y 2 variantes descritas
localizadas en residuos con mutaciones en pacientes con HAP
(p.Cys420Phe, localizada en el mismo codén que p.Cys420Tyr!25135
del material suplementario y p.Cys420Arg'4>1>> del material
suplementario, y p.As487His, localizada en el mismo coddén que
p.Asp487Val®® del material suplementario,). A las 2 restantes
(p.Cys34Phe y p.Arg365His) se las considerd posiblemente pato-
génicas, ya que los predictores bioinformaticos indican un efecto
deletéreo. Solo se pudo demostrar cosegregacion en una familia
(p.Asn442ThrfsX31). Para el resto de las variantes, no se descartd
cosegregacion, pero no se pudo confirmar por la penetrancia
incompleta asociada a las mutaciones en BMPR2 (tabla 3). La
tabla 3S del material suplementario recoge las caracteristicas
basales segin el tipo de mutacion.

Mutaciones en KCNK3

Se identificaron 2 variantes de tipo missense (p.Leu214Arg y
p.Gly106Arg) en el ex6n 2 de KCNK3, no descritas en la literatura, en
1 paciente con HAPI y 2 pacientes con HAPH relacionados entre si. El
cambio p.Gly106Arg se identifico en homocigosis en un probando
con una forma agresiva y se lo consideré patogénico, dada su
cosegregacion con la enfermedad. La mutacion p.Leu214Arg se
clasifico como posiblemente patogénica, y su andlisis in silico indica

un efecto probablemente patogénico (tabla 3 y tabla 2S del material
suplementario).

Mutaciones en TBX4

Se detectaron 2 variantes de tipo missense (p.Met451Val y
p.Asn475His) en el exon 8 de TBX4 en 2 pacientes con HAPI y una
insercion de tres nucle6tidos en el exon 3 en 2 pacientes con HAPH
relacionados entre si. Esta variante se considerd patogénica. La
variante p.Asn475His se consideré posiblemente patogénica
porque el andlisis bioinformatico indicé un efecto deletéreo. La
variante p.Met451Val se consider6 de significado incierto y se la
clasifico como benigna por los predictores de patogenicidad, y
aunque no aparece en las poblaciones de control analizadas, el
aminoacido no estd muy conservado a lo largo de la evolucion.
Todo esto parece indicar que esta variante probablemente sea
benigna, ya que por si sola no parece que comprometa la funcion
proteica y la posterior aparicion del fenotipo asociado. Ninguno de
los pacientes reunia criterios de sindrome de small patella (tabla 3 y
tabla 2S del material suplementario).

Impacto prondstico de las alteraciones genéticas (andlisis de
supervivencia Kaplan-Meier)

La media de seguimiento fue 7,74 + 4,46 afios. El andlisis de
supervivencia no mostro diferencias significativas entre HAPl y HAPH
(figura A), y hubo diferencias significativas solo entre las formas de
HAPH asociadas a TBX4, KCNK3 y BMPR2 (figura B).

Analisis de factores predictores de muerte o trasplante
(regresion de Cox)

En la tabla 4 y en la tabla 5 se muestran los resultados de los
analisis univariable y multivariable (log funcion de verosimilitud =
-103,29; log rank x? = 13,03; p = 0,005).

Cribado de familiares

Rechazaron el estudio genético 2 de las 19 familias a las que se
lo propuso, y les aceptaron 72 de los 90 familiares (80%) de las



Tabla 3

Resultados del estudio de patogenicidad mediante herramientas bioinformaticas de aquellas variantes que no han sido descritas previamente

Gen Herencia  Tipode  Posicion Posicién en Localizacion Poliphen-2 MutationTaster ~ SIFT SNPs&GO 1000G  EVS  ExAC Splicing (Alamut) Patogenicidad ~ Referencia
HAP ADNc la proteina y gendmica
cambio (GRCH38/HG38)
aminoacidico
BMPR2 AD HAPF c.1259G>T p.Cys420Phe chr2:203397438 Damaging DC (0,999) Damaging DC (RI=9) 0 0 0 Patogénica Este estudio
(p =0,990)
BMPR2 AD HAPF c.1325delA p-Asn442ThrfsX31 chr2:203407082_ N/A N/A N/A N/A 0 0 0 Patogénica Este estudio
203407082
BMPR2 AD HAPF C.101G>T p.Cys34Phe chr2:203329556 Probablemente DC (0,999) Damaging DC (RI = 8) 0 0 0 Posiblemente Este estudio
damaging patogénica
(p=1)
BMPR2 AD HAPI ¢.1459G>C p.Asp487His chr2:203417484 Probablemente DC (0,999) Damaging DC (RI = 8) 0 0 0 Patogénica Este estudio
damaging
(p=1)
BMPR2 AD HAPI c.1138DelAT p.11e380GInfsX18 chr2:203397317_ N/A DC (1) N/A N/A 0 0 0 Patogénica Este estudio
203397318
BMPR2 AD HAPI c.77-5_77- N/A chr2:203329527_ N/A N/A N/A N/A 0 0 0 Patogénica Patogénica Este estudio
2delTTTA 203329530 (desaparicion
del sitio canonico
aceptor de splicing)
BMPR2 AD HAPI Dup* p.Tyr218_Arg225 chr2:203383576_ N/A DC (1) N/A N/A 0 0 0 Patogénica Este estudio
203383599
BMPR2 AD HAPI c.1094G>A p.Arg365His chr2:203395643 Probablemente DC (0,999) Tolerated DC (RI = 0) 0 0 2/121296 Posiblemente Este estudio
damaging Het patogénica
(p =0529)
BMPR2 AD HAPI Delecion N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A Patogénica Este estudio
de BMPR2
BMPR2 AD HAPI Delecion N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A Patogénica Este estudio
de exones
11,12y 14
BMPR2 AD HAPI c.1277-3G N/A chr2:20340700 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A Patogénica Patogénica Este estudio
(desaparicion
del sitio canénico
aceptor de splicing)
TBX4 AD HAPI c.1351A>G p-Met451Val chr17:59560590 Benigna Polimorfismo Tolerated Neutral 0 0 0 Incierta Este estudio
(p < 0,0005) (0,888) (RI=7)
TBX4 AD HAPI c.1423A>C p-Asn475His chr17:59560662 Benigna DC (0,995) Tolerated DC (RI=0) 0 0 0 Posiblemente Este estudio
(p < 0,0005) patogénica
TBX4 AD HAPF c.310_ p.Lys103_Val104insGlu chr17:59543208_ Probablemente DC (0,991) N/A N/A 0 0 0 Patogénica Este estudio
312insAAG 59543209 damaging
(p=1)
KCNK3 AD HAPI c.641T>G p.Leu214Arg chr2:26950892 Probablemente DC (0,999) Damaging DC (RI=9) 0 0 0 Posiblemente Este estudio
damaging patogénica
(p =0,998)
KCNK3 AR HAPF ¢.316G>C p. Gly106Arg chr2:26950567 Probablemente DC (0,999) Damaging DC (RI =9) 0 0 0 Patogénica Este estudio
damaging

(p=1)

AD: herencia autosémica dominante; AR: herencia autosdmica recesiva; DC: disease causing; Dup*: duplicacién ¢.653_676dupATAAAGGCTCCTTGGATGAGCG; HAPF: hipertension arterial pulmonar familiar; HAPI: hipertensién

arterial pulmonar idiopética; N/A: no aplicable; RI: indice de confianza; SIFT: Sorting Intolerant from Tolerant.

Se han aplicado diversos predictores de patogenicidad cuyos ratios son: Polyphen-2 (tiene una escala de 0 a 1: aquellos valores cercanos a 1 tienen mayor probabilidad de ser clasificados como patogénicos [«damaging» en la tabla]);
MutationTaster (su escala también va de 0 a 1y aquellos valores cercanos a 1 se correlacionan con una mayor posibilidad de patogenicidad); SIFT (se ha clasificado las variantes como «damaging» si es posiblemente patogénica y
«tolerated» si es probable que la variante sea benigna); SNPs&GO (calcula la posibilidad de patogenicidad con un ratio de confianza de la prediccion que va de 1 a 9, siendo 1 el valor mas bajo de confianza y 9 el valor maximo de
confianza). Ademas, se han analizado estas variantes en varias poblaciones control como aparece en la tabla: EVS (Exome Variant Server), 1000G (1000 Genomes database) y EXAC (Exome Agregation Consortium). Valores iguales a

0 significa que el cambio concreto no esta presente en esa base de datos, para aquellos que si aparecen se muestra el conteo alélico respecto al total.
Transcrito utilizado para analizar TBX4: ENST00000240335. Transcrito utilizado para analizar BMPR2: ENST00000374580. Transcrito utilizado para analizar KCNK3: ENST00000302909.
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Figura. Curvas de Kaplan-Meier de comparacion de supervivencia. A: HAPI
frente a HAPH. B: HAPH con mutacion en BMPR2, KCNK3 y TBX4.
HAPH: hipertensiéon arterial pulmonar heredable; HAPI: hipertension
arterial pulmonar idiopatica.

Tabla 4
Analisis univariable de Cox
HR (IC95%) p

PM6M (30 m) 0,88 (0,80-0,98) 0,024
NYHA al diagnéstico 1,68 (0,94-2,99) 0,079
Sexo masculino 2,55 (1,27-5,15) 0,009
RVP 1,05 (1,00-1,10) 0,029
Etiologia heredable 1,50 (0,71-3,16) 0,282
Heredable-sexo masculino 1,58 (1,02-2,45) 0,04
Heredable-PAD (5 mmHg) 1,28 (1,05-1,56) 0,013
Heredable-NYHA 1,27 (1,03-1,59) 0,026
Heredable-RVP 1,06 (1,01-1,05) 0,007

IC95%: intervalo de confianza del 95%; HR: hazard ratio; NYHA: New York Heart
Association; PAD: presion auricular derecha; PM6M: prueba de marcha de
6 minutos; RVP: resistencia vascular pulmonar arteriolar.

Tabla 5
Analisis multivariable de Cox
HR (IC95%) p
PM6M (30 m) 0,81 (0,69-0,96) 0,013
Sexo masculino 7,90 (1,12-13,5) 0,041
Heredable-sexo masculino 0,26 (0,03-2,15) 0,214
Heredable-NYHA 3,50 (1,09-11,18) 0,034

HR: hazard ratio; 1C95%: intervalo de confianza del 95%; NYHA: New York Heart
Association; PM6M: prueba de marcha de 6 minutos.

17 familias restantes. Se encontr6 a 21 portadores sanos (29,1%) y
6 portadores afectados (8,3%). Las caracteristicas de los portadores
se muestran en las tablas 4S y 5S del material suplementario. La
penetrancia estimada de las mutaciones en BMPR?2 fue del 23,5%;
en KCNK3, del 25,0%, y en TBX4, del 33,0%.

DISCUSION

La nuestra, con 165 pacientes, es la mas amplia serie de
pacientes con HAP estudiados genéticamente en Espaiia, y recoge
el 33% de las formas idiopaticas y heredables registradas en el
REHAP hasta noviembre de 2014! y el 49% de los pacientes
atendidos en 3 centros de referencia. Hemos hallado mutaciones en
BMPR2 en el 50% de las formas familiares y el 9% de las formas
idiopaticas, cifras inferiores al 75 y el 25% publicados previamen-
te?*>712_Sj se incluyen las mutaciones en TBX4 y KCNK3, los
pacientes portadores de alguna mutacion aumentan al 68,1 y el
11,1% respectivamente, lo que se acerca a los datos publicados por
otros grupos'2. Esto podria traducir la existencia de un sustrato
genético distinto en la poblacion espaiiola, en la que el porcentaje
total de pacientes portadores de mutaciones es similar que en otras
poblaciones, pero con una distribuciéon de los genes afectados
distinta*”"1%22, No obstante, son necesarios estudios mas extensos
para confirmar esta hipotesis.

Nuestro trabajo describe el fenotipo asociado a cada tipo de
alteracion de BMPR2, asi como de las formas asociadas a KCNK3 y
TBX4, mucho menos conocidas. El analisis de nuestros datos revela
un perfil mas agresivo de las formas asociadas a KCNK3 frente a un
comportamiento mas benigno de TBX4, con un perfil clinico
intermedio de BMPR2. Sin embargo, de manera analoga a
publicaciones previas'?, no se ha encontrado diferencias en la
supervivencia entre las formas heredables y las idiopaticas. Uno de
los hallazgos mas relevantes de este estudio es el marcado impacto
prondstico en las formas heredables del diagnostico en clases
funcionales avanzadas, lo cual pone de manifiesto la importancia
de lograr un diagnostico precoz especialmente en este subgrupo de
pacientes.

Hipertension arterial pulmonar familiar frente a idiopatica

En nuestra serie, el perfil clinico de las formas heredables en su
conjunto es similar al asociado a BMPR2 descrito previa-
mente*”91219 Destaca que el 31,81% de los pacientes con HAPH
presentan un estudio genético negativo, datos superiores a lo
publicado®>.

Mutaciones en BMPR2

Se ha encontrado 19 mutaciones en BMPR2, con un 42% de
mutaciones de tipo missense, cifras algo superiores a lo descrito®.
Once de ellas no han sido descritas previamente, lo cual pone de
manifiesto la alta complejidad de este gen, del que continGan
apareciendo nuevas alteraciones®?° a pesar de haberse estudiado
ampliamente. Si bien estos cambios se distribuyen por todo el gen
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afectando a los distintos dominios proteicos, 8 de ellos (42%), una
frecuencia mucho mayor que la descrita?, se localizan en el exén 2,
lo cual podria traducir la existencia de un «punto caliente» para
mutaciones en dicho ex6n, al menos en la poblacién espaiiola.

Cabe destacar el hallazgo de la mutacion ¢.653_676dupA-
TAAAGGCTCCTTGGATGAGCG, una duplicacion de 22 pares de
bases, ya que nunca antes se habia descrito este tipo de cambio en
relacion con el desarrollo de HAP. Esta mutacion podria
caracterizarse por una mayor penetrancia (el 50,0 frente al
23,5%), un hallazgo novedoso con posibles implicaciones futuras.

En cuanto al fenotipo asociado a BMPR2, los hallazgos descritos
hasta la fecha se confirman en nuestra serie (tabla 2)*2° y llama
la atencién la menor proporcion de mujeres en las formas
hereditarias de la enfermedad, hecho nunca antes indicado. Se
confirma la «ventaja respiratoria» descrita por Girerd>>?# en las
formas asociadas a BMPR2, ausente en la formas idiopaticas y en
otras formas hereditarias, lo cual podria reflejar un proceso
fisiopatologico distinto en el sistema vascular pulmonar en
relacién con la via BMPR2/Smad. No se han observado diferencias
significativas en el fenotipo segtn el tipo de mutacion en BMPR2, en
contra de lo indicado en otros trabajos®.

Mutaciones en KCNK3

Existen hasta la fecha 9 casos de HAP asociada a KCNK3: la serie
de Ma et al.!®> con 6 pacientes y nuestra serie, con 3 pacientes
portadores de 2 variantes patogénicas no descritas previamente. Al
tratarse de un gen relacionado hace relativamente poco, es
esperable el descubrimiento de nuevas mutaciones en el futuro.
Nuestro grupo ha descrito, en un paciente de padres consanguineos
con una forma agresiva de la enfermedad, por primera vez una
mutacion en homocigosis en KCNK3 (p.Gly106Arg), de la que era
portadora la madre afectada. La presencia de ambos alelos
mutados en el caso indice podria explicar la agresividad del
cuadro, si bien son necesarios futuros estudios para confirmarlo.

Nuestros hallazgos indican, al igual que el trabajo de Ma et al.’3,
la presencia de un fenotipo mas agresivo de las formas asociadas a
KCNK3, si bien comparten ciertas caracteristicas con las formas
asociadas a BMPR2, como herencia autosémica dominante,
penetrancia incompleta e inicio predominante en la edad adulta.
Existen investigaciones dirigidas a restablecer la funcion de dicho
canal®>?%, lo cual puede abrir en el futuro una nueva linea de
tratamiento en estos pacientes.

Mutaciones en TBX4

Ademas de nuestra serie con 4 pacientes con mutaciones
patogénicas en TBX4, solo se ha publicado la serie original de
7 casos de Kerstjens-Frederikse et al.'“. Destaca que todos nuestros
pacientes con HAP de inicio en la infancia portaban los cambios en
el exon 8 y los pacientes con presentaciéon adulta, en el exon 3,
fenémeno no observado en la serie de Kerstjens-Frederikse et al.'%,
en la que los casos de presentacion infantil presentaban cambios en
ambos exones indistintamente.

Se ha descrito escasamente el fenotipo de este subgrupo de
pacientes, aunque se ha sefialado que se trata de una forma de
presentacion predominantemente infantil y de menor agresividad,
frecuentemente asociada al sindrome de small patella, si bien
ninguno de nuestros pacientes cumple criterios diagnoésticos de
esta displasia esquelética. Nuestros resultados confirman esos
hallazgos, sin ning(in evento de muerte o trasplante tras un
seguimiento medio de 21,75 afos, a pesar de la gravedad
hemodinamica basal. La HAP asociada a mutaciones en TBX4
podria representar, por lo tanto, una forma mas benigna de la
enfermedad, aunque son necesarios mas estudios que confirmen
esta hipotesis.

Analisis de factores pronosticos

En la poblacién con HAPI, el analisis univariable mostr6 un
impacto prondstico de los factores clasicos derivados de registros
poblacionales como el sexo masculino, la prueba de marcha de
6 minutos y resistencia vascular pulmonar arteriolar, de manera
similar a lo publicado previamente?’%, si bien la etiologia
heredable y la clase funcional de la NYHA basal no presentaron
significacién, en contra de lo publicado!227-28:95:145 de] material
suplementario (tabla 4). En el analisis multivariable, solo el test de
6 min y el sexo masculino mantuvieron dicho efecto. En el
subgrupo de HAPH, el sexo masculino y los parametros pronosticos
clasicos, relacionados con estadios avanzados de la enfermedad
(presion de auricula derecha, resistencia vascular elevada y clase
funcional avanzada) mostraron también un impacto negativo en el
analisis univariable, aunque solo la clase funcional al diagnostico
mantuvo la significacion en el andlisis multivariable de este
subgrupo. Asi, el diagnoéstico en clase funcional II o IV de la NYHA
en el subgrupo de HAPH se relaciona con un riesgo 3,5 veces
superior de entrada en lista de trasplante pulmonar o muerte
(tabla 5), hecho previamente no indicado que pone de relevancia la
necesidad de un diagnéstico precoz.

Impacto familiar

Se ha obtenido un porcentaje significativo de negativas al
cribado genético o ecocardiografico entre los familiares, hecho
publicado por otros grupos®®. Sin embargo, debido al impacto
pronostico del diagndstico precoz observado especialmente en las
formas hereditarias, parece fundamental lograr un adecuado
cribado de familiares y detectar tempranamente a los portadores
asintomaticos. De esta manera cobra especial interés el desarrollo
de programas de seguimiento de portadores sanos, campo
actualmente en intensa investigacion®%-30,

En cuanto a la penetrancia de las alteraciones descritas, en
nuestra poblacion se observa una penetrancia incompleta con gran
variabilidad interfamiliar en los 3 genes estudiados, y destacan las
marcadas diferencias en funcion del tipo de mutacién en las formas
asociadas a BMPR2, si bien la penetrancia general de BMPR2 en
nuestra serie es superponible a la publicada previamente®'®,
Nuestro grupo es el primero en describir la penetrancia asociada a
mutaciones en TBX4, y son necesarios estudios futuros para
confirmar nuestros hallazgos.

Limitaciones

Si bien el presente estudio ha analizado la mayor muestra
espafiola de pacientes con HAP, se debe interpretar con precaucion
estos hallazgos, fundamentalmente porque se incluyen casos
prevalentes e incidentes, por lo que hay una dispersion significa-
tiva en cuanto a la fecha del diagnostico, con el posible sesgo de
supervivencia subyacente. Por otro lado, se han estudiado 3 de los
genes relacionados con el desarrollo de la enfermedad, incluido
BMPR?2, el principal gen asociado con la enfermedad, pero se sabe
que existen muchos mas genes relacionados con la enfermedad
que se deberia incluir en futuros estudios'>'>!¢, En cuanto a la
categorizacion de la patogenicidad de las mutaciones encontradas,
se trata de una estimacion basada en diversos parametros clinicos
y genético-moleculares, y para confirmarla es necesario demostrar
cosegregacion de la mutacion con el fenotipo y/o la realizacion de
estudios funcionales.

CONCLUSIONES

En el presente estudio se ha observado un elemento diferen-
ciador en la poblacién espafiola con HAP con respecto a otras
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poblaciones descritas, con un porcentaje menor de formas
asociadas a BMPR2 y la existencia de un posible y nunca antes
descrito punto caliente en el ex6n 2 de dicho gen. Ademas, los
hallazgos en nuestra poblacién indican que las formas asociadas a
TBX4 podrian presentar un fenotipo mas benigno, en oposicion a
las formas asociadas a KCNK3, con un fenotipo mas agresivo. No se
han observado diferencias en cuanto al pronéstico de las formas
idiopaticas frente a las hereditarias, y en nuestra poblacion se
mantienen los factores pronodsticos de HAP clasicos; destaca el
gran impacto pronoéstico del diagnéstico precoz en las formas
heredables de la enfermedad, con la consiguiente importancia del
adecuado cribado, especialmente en este subgrupo de pacientes.
Son necesarios nuevos estudios que confirmen estos hallazgos
para determinar los matices fenotipicos y prondsticos propios de
cada alteracién genética en nuestra practica clinica habitual.
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(QUE SE SABE DEL TEMA?

- Durante afios BMPR2 ha sido el principal gen conocido
relacionado con el desarrollo de HAP, presente en el 75%
de las formas familiares y el 25% de las idiopaticas.
Avances en la genética, como las técnicas de secuencia-
cion masiva, han permitido el descubrimiento de
numerosos genes relacionados con esta enfermedad,
como KCNK3 y TBX4. Segtn los datos publicados, las
formas asociadas a BMPR2 podrian caracterizarse por
menor edad al diagndstico, mayor deterioro hemodi-
namico y menor respuesta al test vasodilatador, pero no
se han encontrado diferencias pronosticas. Sin embargo,
el fenotipo y el prondstico asociados a TBX4 y KCNK3
estan escasamente descritos.

(QUE APORTA DE NUEVO?

- Se trata de la mayor serie de pacientes con HAP
idiopatica y familiar estudiada genéticamente en
Espafia, asi como el mayor estudio de familiares
publicado en nuestro pais en este campo. Se analizan
la prevalencia y la correlacion genotipo-fenotipo de las
mutaciones en BMPR2, TBX4 y KCNK3 en Espafa. Se
describe por primera vez una duplicacion en BMPR2
como alteracion genética causal y los primeros pacientes
con mutacion en TBX4 sin enfermedad 6sea asociada. Por
altimo, se observa un marcado impacto prondstico del
diagnostico tardio en las formas heredables, hallazgo
relevante que subraya la importancia del diagnostico
precoz en este subgrupo de pacientes.
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