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RESUMEN

Presentamos un caso de muerte subita de una lactante de tres meses de edad. La autopsia revelé una miocardiopatia hipertréfica

y la muestra de sangre del cordén umbilical almacenada fue utilizada para andlisis molecular. Mediante la secuenciacién de
siguiente generacién (NGS) de 4813 genes (exoma clinico), se identificé una variante patogénica en el gen ELAC2, (c.210_222 del
p-Gly71ThrfsTer26) en estado heterocigoto y otra variante probablemente patogénica en el mismo gen (c.1177C>T p.His393Tyr)
en estado heterocigoto, asociadas con miocardiopatia hipertréfica. Adicionalmente, se identificé una variante patogénica en el
ex6n 358 del gen TTN, (c.104515C>T, het p.Arg34839X) y una VUS (variante de significado incierto) en el gen MYPN (c.2428C>T,
p-Arg810Cys), la cual podria tener un efecto aditivo en el fenotipo de la paciente. Asi mismo se observa un polimorfismo de riesgo
en el ex6n 16 en el gen LRP8, asociado con enfermedad coronaria (CAD) e infarto de miocardio prematuros (MI) (NM_017522:
€.2066G>A, het, p.R689Q). La cardiopatia hereditaria es una causa probable de muerte sibita cardiaca, el andlisis molecular por
NGS puede ayudar a realizar un diagnéstico precoz para predecir a edad temprana pacientes con riesgo potencial de muerte subita
cardiaca asi como un asesoramiento genético dirigido.
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ABST

We present the case of sudden death in a three month old female infant. The girl died of sudden death, and the autopsy revealed

2 Repe

a hypertrophic cardiomyopathy as the underlying alteration. The stored umbilical cord blood sample was used for molecular
analysis. A pathogenic heterocigous variant in ELAC2 (c.210_222del, p.Gly71ThrfsTer26), and another probably pathogenic
variant in the same gene ( c.1177C> T p.His393Tyr, het) associated with hypertrophic cardiomyopathy was identified. In addition, a
pathogenic variant is identified in exon 358 of the TTN gene (c.104515C> T, het p.Arg34839X,het) and a VUS (variant of uncertain
significance) in the MYPN gene (c.2428C> T, p.Arg810Cys,het), which may have an additive effect on the patient’s phenotype.
A risk polymorphism at exon 16 in the LRP8 gene, associated with premature coronary artery disease (CAD) and premature
myocardial infarction (MI) (NM_017522: ¢.2066G> A, het, p.R689Q) was also found. Hereditary heart disease is a probable cause
of sudden cardiac death, molecular analysis by NGS can help an early diagnosis and to predict at an early age, the risk of sudden

cardiac death as well as directed genetic counseling.

Key words: molecular autopsy, sudden cardiac death, hypertrophic cardiomyopathy, next generation sequencing (NGS).
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INTRODUCCION

Cada afio miles de individuos mueren de manera subita antes
de los 45 afios de edad, cuyas causas mas frecuentes son muerte
subita infantil, embolia pulmonar, rotura de aneurisma adrtico
y muerte subita cardiaca.' Se ha descrito que esta tdltima se
debe con frecuencia a cardiopatias estructurales, incluyendo
las miocardiopatias hipertroéfica, dilatada y arritmogénica
ventricular derecha, miocarditis y trastornos arritmogénicos
primarios (sindrome QT largo congénito, sindrome de Brugada
y taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica)™’ las
cuales tienen una base genética importante.*’ En algunos casos
de muerte subita la causa no selogra determinar, incluso después
de la autopsia clinica, siendo imposible llegar a un diagnoéstico
que es crucial. Las nuevas tecnologias de secuenciacién
(secuenciacién de proxima generacién) han hecho posible
examinar en detalle grandes porciones del genoma humano a
un costo bajo®, permitiendo la realizacién de pruebas genéticas
moleculares posmortem denominadas autopsia molecular.
El objetivo de las pruebas genéticas postmortem es tratar de
identificar la causa genética de la muerte. Estudios recientes
demuestran que la autopsia molecular ayuda a identificar la
enfermedad cardiaca hereditaria en un 25 a 35% de los casos
de muerte subita cardiaca en jovenes.””

CASO CLINICO

Una paciente de 38 afios, G2P1A0VO, consulté por embarazo
de 8 semanas, acompaflada de su pareja para asesoramiento
genético con antecedente de una hija que fallecié a los 3
meses de edad a causa de muerte subita. Los padres no son
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consanguineos y refieren que en ocasiones la recién nacida
presenté episodios de tos asociados con cianosis como unica
sintomatologia. En el examen de autopsia se evidencia una
miocardiopatia hipertréfica. Como antecedentes de importancia,
en la linea materna su madre, hermana, sobrina y prima en
segundo grado de consanguinidad han presentado fibrilacién
auricular tratada con ablacion. La paciente trae reporte de
exoma (realizado en otra institucién) en el que identificaron
3 variantes de interés. TNN: NM_001267550.2, c.63109C>T,
p-Val21037Met, en estado heterocigoto, clasificada como VUS
(variante de significado incierto) segin los criterios PM2,
PP3 y BP1 de la ACMG. GAA: NM_001079803, c.1064T>C,
p-Leu355Pro, en estado heterocigoto, clasificada como VUS
segun los criterios PM1, PM2 y PP3 de la ACMG y reportada
como patogénica en la base de datos Clinvar asociada con
enfermedad de almacenamiento de glucégeno tipo II de herencia
autosémica recesiva. ELAC2:c.210_222del, p.Gly71ThrfsTer26,
en estado heterocigoto, clasificada como patogénica segun el
criterio PVS1 de la ACMG. Mutaciones bialélicas en ELAC2
se han asociado con deficiencia de fosforilacién oxidativa
combinada tipo 17 con herencia autosémica recesiva.

Se revisa el exoma clinico del padre de la lactante fallecida
(realizado en otra institucién) en el que identificaron 3 variantes
de interés. TTN: NM_001256850.1, ¢.99592C>T, p- Arg33198X,
en estado heterocigoto, clasificada como patogénica segtin los
criterios PVS1, PM2 y PP3 de la ACMG. ELAC2: NM_018127.6,
c.1177C>T (p.His393Tyr), en estado heterocigoto, clasificada
como probablemente patogénica segun los criterios PMI,
PM2, PM3 y PP4 de la ACMG. MYPN: NM_0012567.1,
€.2428C>T, p.Arg810Cys, clasificada como VUS (variante de
significado incierto) segtn los criterios de la ACMG. Con las
células almacenadas del cordén umbilical de la recién nacida se
realiza analisis del exoma clinico para asesoramiento genético y
posible diagnéstico prenatal en el embarazo actual.
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METODOLOGIA

El analisis genético por NGS se lleva a cabo en ADN extraido
de células madre de cordon umbilical. Se realiza construccion
de genotecas con Kit Nextera XT (Illumina), secuenciaciéon de
las librerias (2x150) en el secuenciador MiSeq (Illumina) y
analisis bioinformaético de 4813 genes contenidos en la genoteca
TruSight One de Illumina, obteniendo una cobertura total de
98.7% y 95,7% con cobertura minima 20X.

Seidentificaron en total 7313 variantes, previamente anotadas
por VarintStudio3 y ANNOVAR. Para cada variacién genética
identificada se realiz6 el andlisis de la frecuencia poblacional en
las bases de datos EXAC, 1000 Genomes y ESP. En la base de
datos de polimorfismo de nucledtidos tinicos (dbSNP) se revisa
la informacién disponible para cada variante. Como bases de
datos de mutaciones causantes de enfermedades se utilizaron las
de mutacién de genes humanos (HGMD), COSMIC y ClinVar.
Se incluyeron 11 tipos de algoritmos predictivos in silico
para evaluar la patogenicidad de las variantes identificadas.
Se siguen las normas y directrices para la interpretaciéon de
variantes de secuencia sugeridas por el Colegio Americano de
Genética Médica y Gendmica (ACMG) para la clasificacién de
causalidad de cada una de las variantes.'*!!

RESULTADOS

A vpartir de la autopsia molecular realizada mediante el
analisis de secuenciacién de siguiente generacién (NGS), se
identificaron en total 7313 variantes de secuencia. Se realizo
filtrado bioinformatico teniendo en cuenta la calidad de las
variantes, frecuencia poblacional, informacién suministrada
por las diversas bases de datos y prediccion in silico. Se
identificaron cuatro variantes deinterés. ELAC2: (NM_018127.6)
c.210_222del (p.Gly71ThrfsTer26), en estado heterocigoto,
clasificada como patogénica segun el criterio PVS1 de la ACMG.
La delecion de 13 nucleéticos en las posiciénes 210-222 (del-
GGGCGCCGCGCTC) ocasiona un codén prematuro de parada y
como consecuencia una proteina truncada. Esta variante no ha
sido reportada en la literatura y se analiza con 3 algoritmos de
prediccion de patogenicidad que la clasifican como patogénica,
ha sido previamente identificada en la madre de la lactante. En
este mismo gen se identifica la variante ELAC2 (NM_018127.6)
c.1177C>T (p.His393Tyr) en estado heterocigoto, clasificada
como probablemente patogénica segtin los criterios PM1, PM2,
PM3 y PP4 de la ACMG. Esta variante no ha sido reportada
en la literatura y es analizada con 12 algoritmos de prediccién
de patogenicidad de los cuales 6 la clasifican como benigna, 5
como patogénica y uno con efecto medio, ha sido previamente
identificada en el padre de la lactante. Variantes bialélicas en
el gen ELAC2 se han asociado con deficiencia combinada de
fosforilacién oxidativa 17 (MIM 615440) de herencia autosémica

recesiva. La presencia de estas dos variantes en la paciente es
altamente sugestivo de ser la causa del fenotipo.

Adicionalmente se identifica la variante c¢.104515C>T
(p-Arg34839X) en el exén 358 del gen TTN (NM_001267550)
en estado heterocigoto. Es clasificada como patogénica segtin
los criterios PVS1, PM2, PP3 de la ACMG. El cambio de un
nucleétido en la posicién 104515(C>T) ocasiona un codén
prematuro de parada y como consecuencia una proteina
truncada. Esta variante no ha sido reportada en la literatura y
es analizada con 11 algoritmos de predicciéon de patogenicidad
de los cuales 9 la clasifican como patogénica y 2 de ellos la
clasifican con un efecto intermedio. Esta variante es identificada
en el padre de la nifia en estado heterocigoto (nomenclada
bajo otro transcripto como NM_001256850.1, ¢.99592C>T,
p- Arg33198X). Variantes heterocigotas en el gen TTN se han
asociado con cardiomiopatia hipertréfica familiar tipo 9 (MIM
613765) de herencia autosémica dominante.

Asi mismo, se identifica la variante ¢.2066G>A (p.R689Q) en
el exén 16 del gen LRP8 (NM_017522) en estado heterocigoto.
Se clasifica como benigna segtin los criterios PM1, PP3, BAI,
BS1 de la ACMG. En la base de datos publica Clinvar y OMIM
aparece clasificada como un polimorfismo de susceptibilidad a
infarto de miocardio (MIM 608446). Sin embargo debido a su
alta frecuencia poblacional MAF: 0.14 (A) no es posible atribuir
a esta variante un efecto patogénico. Se desconoce si podria
tener un efecto aditivo en el fenotipo de la lactante.

También se identifican las variantes GAA: NM_001079803,
c.1064T>C, p.L355P en estado heterocigoto, y MYPN:
NM_0012567.1, ¢.2428C>T, p.Arg8l10Cys, en
heterocigoto, previamente identificadas en la madre y padre

estado

respectivamente.

DISCUSION

La autopsia molecular tiene como objetivo identificar
o confirmar la causa de la muerte, afirmar un diagnoéstico
sospechoso, proporcionar a la familia una explicacion de la
muerte y brindar un asesoramiento genético objetivo a otros
miembros de la familia para prevenir futuros eventos de muerte
subita. Se ha descrito en la literatura que esta desafiante prueba
molecular ha logrado determinar la causa genética probable
de muerte en una gran proporcion de casos con dictdmenes de
autopsia negativos.""?

La miocardiopatia en niflos se asocia con un grupo
genéticamente heterogéneo de trastornos que cursan con
una morbilidad y mortalidad significativas. En el transcurso
del diagnédstico pueden presentarse consecuencias letales
y de acuerdo con estudios poblacionales se presentan en un
tercio de los nifnos afectados, con un fenotipo mas severo en
lactantes.”>'* El gen ELAC2 (MIM # 605367) se compone de 24
exones codificantes, y se encuentra localizado en el cromosoma
17p12, el cual codifica una proteina de 92 kDa, compuesta por 826
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aminodcidos. Esta proteina es una endonucleasa involucrada
en la maduraciéon y procesamiento del ARNt mitocondrial®, la
cual es crucial en la sintesis de ADN codificado en mtDNA.'® Por
medio de estudios funcionales se determina el papel de ELAC2
en el procesamiento del RNA de tranferencia mitocondrial,
y su asociaciéon con la funcién de cadena respiratoria en el
musculo esquelético. Los pacientes con variantes patogénicas
en el gen ELAC2 han mostrado un defecto significativo del
proceso de fosforilacién oxidativa (OXPHOS), que resulta en
un trastorno severo a temprana edad, el cual se detecta en el
musculo esquelético de los individuos afectados.'

Hay variantes en el gen ELAC2 en estado bialélico que se
han relacionado con deficiencia combinada de fosforilacién
oxidativa-17, la cual tiene como principal manifestacién
clinica la miocardiopatia hipertroéfica severa de inicio infantil,
y en algunos casos asociada con hipotonia, acidosis ldctica,
crecimiento deficiente y retraso en el desarrollo psicomotor.
Los pacientes que presentan esta condicién clinica tienen
un prondstico de vida reservado, de acuerdo con el tipo
de variantes presentes en el gen.'”'® Teniendo en cuenta la
severidad del fenotipo de la lactante descrita en el presente
caso y la presentacién del cuadro clinico, podriamos deducir
que las variantes en el gen ELAC2 son las causales del fenotipo.

El gen TTN (Conectina) (MIM #188840) se compone de 364
exones (un primer exén no codificante seguido por 363 exones
codificantes), se encuentra en el cromosoma 2q31 y transcribe
un mRNA de mas de 100 kb, que codifica para una proteina
con una longitud de 35991 aminoacidos y 4.200 kDa."** Es
la proteina mds grande hasta ahora descrita y desempefia un
papel clave a nivel estructural, mecdnico, de desarrollo y
de regulaciéon en musculos cardiacos y esqueléticos, ya que
constituye el tercer tipo de filamento mas abundante en estos
tejidos junto con la actina y la miosina.”* Su expresion se
extiende desde el disco -Z a la linea -M del sarcémero.*

Las mutaciones heterocigotas en TTN se han relacionado con
diferentes patologias como miocardiopatia dilatada, 1G (MIM
604145), cardiomiopatia hipertréfica familiar (MIM 613765)
autosémica dominante, distrofia muscular cintura miembro
tipo 2J (MIM 608807) autosémica recesiva, miopatia proximal
con afectacién temprana del musculo respiratorio (MIM
603689), miopatia de Salih (MIM 611705) autosdmica recesiva
y distrofia muscular tibial tardia (MIM 600334) autosémica
dominante. La mayoria de variantes patogénicas se han
asociado con un fenotipo cardiaco y en menor proporcién con
fenotipos asociados con distrofia muscular.** El TTN ha sido
catalogado como un gen mayor de cardiomiopatia.”> La variante
identificada en la paciente TTN, c.104515C>T (p.Arg34839X)
afecta directamente un dominio catalitico proteina quinasa,
teniendo un efecto drastico a nivel de la proteina, lo cual
podria aportar un efecto aditivo al fenotipo severo presentado
en la paciente con miocardiopatia hipertréfica y muerte subita.
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La variante MYPN, c.2428C>T, p.Arg810Cys, identificada en
el padre y la recién nacida, podria tener relacién con un efecto
aditivo en el fenotipo debido a que mutaciones heterocigotas
en este gen se han asociado con miocardiopatia dilatada (MIM
615248) de herencia autosémica dominante, miocardiopatia
restricitiva familiar 4 (MIM 615248) de herencia autosémica
dominante y cardiomiopatia hipertroéfica 22 (MIM 615248) de
herencia autosémica dominante.

La wvariante GAA, ¢.1064T>C, p.L355P heterocigota,
identificada en la madre y la recién nacida no se encuentra
relacionada con muerte subita cardiaca o fenotipo cardiaco.
Hay mutaciones bialélicas en este gen que han sido relacionadas
con enfermedad de Pompe de herencia autosémica recesiva. Al
encontrarse en estado heterocigoto indicarian un estado de
portador en la madre e hija, sin efectos fenotipicos.

La evaluacién detallada de la historia clinica, en especial la
familiar, y un examen posmortem completo son esenciales. En
los casos de muerte subita en los que no se identifica ninguna
causa de muerte es fundamental la evaluacién clinica oportuna
y dirigida, junto con las pruebas genéticas moleculares
posmortem con la participacion de un equipo clinico
multidisciplinario especializado. La secuenciacion de proxima
generacion (NGS) ha hecho posible el andlisis simultaneo de
genes de interés en la busqueda de posibles causas genéticas
de la muerte subita.

En este caso se identificaron dos variantes potencialmente
relacionadas al fenotipo de la lactante en el gen ELAC2, una
patogénica en el gen TTN y un VUS en el gen MYPN, que
podrian tener un efecto aditivo sobre el fenotipo de la menor.
El riesgo de recurrencia para esta familia es del 25% lo que los
hace candidatos a diagndstico genético preimplantatorio (DGP).

CONCLUSIONES

Presentamos una autopsia molecular en un caso de muerte
subita cardiaca neonatal, en el cual se realizé analisis genético
NGS en la muestra almacenada de sangre de cordén umbilical,
identificando las variantes causales del fenotipo de la recién
nacida y la razén de la muerte stbita. El andlisis molecular por
NGS permitié determinar la causa genética de la miocardiopatia
hipertréfica en larecién nacida, logrando realizar asesoramiento
genético objetivo, prevenciéon y calculo del riesgo para futuras
gestaciones en esta familia.
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