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Introduccion

1. Anatomia y fisiologia de la audicién

La audicion es la transformacidn de las ondas sonoras en sefiales neurales que se produce gracias a

las estructuras que conforman el oido (1).

Anatémicamente, el oido esta formado por tres partes: el oido externo, el oido medio y el oido interno.

Yunque

Estribo (apoyado

Martillo
sobre la ventana oval)

Vestibulo

Nervio vestibular

Auricula \
Conducto auditivo /

Nervio coclear

Ventana redonda

Coclea

Trompa de Eustaquio

Membrana Cavidad
timpanica timpanica
L Il ]l |
I T T
Oido externo Oido medio Oido interno

Figura 1. Estructura del oido. Modificado de Biga et al. (2).

El oido externo estd formado por el pabellén auricular y el canal auditivo externo, que llega hasta la

membrana timpdnica. Su funcidn es recoger y canalizar las ondas sonoras del exterior.

El oido medio estd ubicado en la porcion petrosa del hueso temporal. Contiene una cadena de tres
huesecillos (martillo, yunque y estribo) que conducen y amplifican el sonido desde la membrana

timpanica al oido interno.

El oido interno (Ol) o laberinto es un sistema complejo de cavidades y canales llenos de fluido situado
en el centro de la pirdmide petrosa del hueso temporal. Funcionalmente estd compuesto por dos

unidades: el sistema vestibular, formado por el vestibulo y los canales semicirculares y que contiene
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los receptores del equilibrio, y la céclea, que contiene los receptores de la audicidn. Estos receptores
sensoriales son terminaciones altamente especializadas del VIII par craneal, también llamado nervio

vestibulococlear.

El 6rgano auditivo: la céclea

La cdclea es una estructura de forma espiral que recuerda a la concha de un caracol. En su parte
interna esta dividida por tres escalas o rampas: la escala vestibular, la escala media (conducto coclear)

y la escala timpanica (Figura 2).

Organo de Corti

Pared dsea

Rampa vestibular

Conducto coclear
Membrana tectoria

Membrana basilar

Rampa timpanica

Ganglio espiral

Rama coclear del
VIII par

Figura 2. Seccion transversal de la céclea. Modificado de Biga et al. (2).

La escala vestibular se sitla en la parte superior y se conecta con el estribo mediante la ventana oval.
La rampa inferior es la escala timpdnica, que termina en la ventana redonda. La escala vestibular y la
escala timpanica se comunican entre ellas en el extremo apical de la céclea mediante el helicotrema.
Entre ambas se encuentra la escala media o conducto coclear. La escala media y la escala timpdnica
estan separadas por la membrana basilar, donde se encuentra el érgano de Corti, receptor de la
audicion. Tanto la escala vestibular como la escala timpdanica contienen perilinfa, rica en sodio,
mientras que la escala media estd llena de endolinfa, de alto contenido en potasio y bajo en sodio. La

composicion de estos liquidos es fundamental en la transmision de la sefial auditiva (3).
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Se=mbrana de Peari li
sl erlinfs  Helicolrerra

Membrana i
baclar Endolinda

Figura 3. Representacion esquemdtica de la coclea.

El érgano de Corti contiene dos tipos de células ciliadas (CC) organizadas formando el siguiente
patrén: 4.000 células ciliadas internas (CCl) en una unica fila y 12.000 células ciliadas externas (CCE)
colocadas en tres filas paralelas. Sobre ellas se sitia la membrana tectoria, una estructura gelatinosa
formada por tejido conectivo extracelular que cubre los cilios y juega un papel clave en la

transformacion del sonido en estimulacién mecanica (mecanotransduccion)(1).

Membrana tectoria

/4 Estereocilios
: — N

Células ciliadas

Axones externas

Membrana basilar ~ Células ciliadas

; Tanel de Corti
internas

Axones aferentes

Figura 4. El 6rgano de Corti. Modificado de Le son (4).
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Las CC son células epiteliales cilindricas caracterizadas por tener un grupo de cilios en su superficie
apical. Estos grupos de cilios estan formados por 10-300 estereocilios verticales, cilindricos vy
compuestos de filamentos polimerizados de actina (5). Los estereocilios estan dispuestos por tamafio
en forma de escalera, formando dos filas en las CCl y tres filas en las CCE (Figura 5). Las puntas de los

estereocilios mas largos de las CCE se insertan en la membrana tectoria.

g 8, e e o, g 3y

HPH.-.—-:-N"“ -."\-n,..‘m_‘&
— o~
-

\ (Lateral)

\

Células pilares

Estereocilios

¥ \\(h \k\\%t
AN 9

o

(Medial)

Figura 5. A: Estructura de los estereocilios en tres filas de células ciliadas externas (CCE) y una unica fila de células ciliadas
internas (CCl), en cdclea de chinchilla. B: Disposicion en escalera de los estereocilios (dos filas en CCl y tres filas en CCE). C:
Estereocilios de coclea de cerdo de Guinea. Las flechas sefialan las uniones apicales y la R indica uniones laterales entre los
estereocilios. Modificado de Hayes et al. (1).

Los estereocilios de cada célula estan unidos entre si por diferentes tipos de conectores, de forma que
todos los estereocilios de una CC se mueven juntos como una unidad. Ademas, tienen uniones apicales
(tip links) que unen el cuerpo de un estereocilio con la punta del estereocilio adyacente, de menor
tamafio. Estas uniones apicales estan relacionadas con la activacion mecdanica de los canales idnicos
en la membrana de los estereocilios y juegan un papel importante en la transduccién de la CC (Figura

6) (1).
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Figura 6. Estereocilios: estructura y funcion. A: esquema de una célula ciliada. B: esquema de uniones extracelulares que
conectan a los estereocilios entre si; MET: canal de estimulacion mecdnica. C: Desviacion de los estereocilios inducida por las
ondas de sonido. Modificado de Xu et al. (6).

La audicion

La audicidn es el proceso mediante el cual el oido transforma las vibraciones sonoras ambientales en

impulsos nerviosos que son recibidos en el cerebro, donde son interpretados como sonidos.

A lo largo de este proceso la energia sonora sufre tres transformaciones: 1) las vibraciones del aire se
convierten en vibraciones de la membrana timpanica; 2) estas vibraciones se conducen y amplifican
mediante la cadena de huesecillos hasta la ventana oval; 3) se producen ondas de presién sobre el
liquido dentro de la céclea que desplazan la membrana basilar, lo que provoca la desviacidn de los

estereocilios del érgano de Corti (1).

Las CCl son los auténticos receptores sensoriales, y el 95% de las fibras del nervio auditivo que se
proyectan hacia el cerebro provienen de estas células. Las terminaciones de las CCE son

mayoritariamente de axones eferentes que provienen del cerebro (7).
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La endolinfa contiene alta concentraciéon de iones potasio y un potencial endococlear altamente
positivo. Durante la estimulacién acustica, cuando los estereocilios se desvian hacia el de mayor
longitud, la tensién generada en las uniones apicales provoca la apertura de los canales idnicos de
activacion mecanica, permitiendo la entrada de iones positivos desde la endolinfa (principalmente
potasio, pero también calcio) al interior de las CCl y provocando su despolarizacién (excitacion). Este
proceso se conoce como mecanotransduccion. La despolarizacion de las CCl provoca la liberacidn de
neurotransmisores en su superficie basal y la propagacién de la sefial nerviosa al centro auditivo
cerebral. La desviacion de las CCl en el sentido contrario produce su hiperpolarizacién (inhibicidn) (8)

(Figura 7).

El flujo de iones potasio al interior de las CC a través de los canales de mecanotransduccién causa la
acumulacién de dichos iones en la base de las CC si no se eliminan rdpidamente. La eliminacidn de
estos iones potasio y su reciclaje y transporte de vuelta a la endolinfa son importantes y necesarios

para el mantenimiento de la funcién normal de las CCy la audicidn (9).
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Figura 7. Diagrama esquemadtico de la mecanotransduccion en las células ciliadas cocleares (1).

Por el contrario, las CCE responden a la despolarizacion y a la hiperpolarizacion alterando su forma
celular, alargandose y acortandose, cualidad que se conoce como electromotilidad. Esto les permite

amplificar ain mas la vibracion de la membrana basilar, lo que conduce a una mayor activacion de las
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CCl adyacentes. La electromotilidad de las CCE parece ser la responsable de las otoemisiones acusticas
(OEA) del oido, que son sonidos de baja intensidad producidos por el oido interno espontaneamente
0 en respuesta a estimulacidn sonora. La vibracién de la membrana basilar generada por las CCE
produce movimientos en los fluidos cocleares que son transmitidos hacia el estribo y de ahi a la
membrana timpanica. Las OEA proporcionan un método para estudio de la funcidn de las CCE, ya que

reflejan la electromotilidad de las mismas.

En resumen, las CCl y las CCE son funcionalmente diferentes: la informacion auditiva se envia al
cerebro a través de las sinapsis aferentes que inervan principalmente las CCl, mientras que las CCE
estan implicadas en la amplificacién del sonido y reciben inervacién principalmente eferente, que las
inhibe presumiblemente como mecanismo de proteccion frente a traumatismos acusticos producidos

por sonidos excesivamente altos (10).

Debido a los cambios graduales en las caracteristicas del érgano de Corti, como la altura de los
estereocilios y la anchura y el grosor de la membrana basilar, las CC de distintas posiciones a lo largo
del conducto coclear son estimuladas a diferentes frecuencias: las CC de la base de la escala media

responden a las frecuencias mas altas y las CC apicales a las frecuencias mas bajas (Figura 8).
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Figura 8. Recepcion de distintas frecuencias en el oido interno (11).
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2. Diagnéstico de la hipoacusia

La evaluacion diagndstica de un paciente con hipoacusia debe incluir anamnesis, exploracion fisica con
otoscopia, asi como pruebas audioldgicas, de imagen y laboratorio (12). Sin embargo, la aproximacién

es diferente en funcidn de si el paciente es un recién nacido, un nifio de corta edad o un adulto.

En general, ante un paciente (no recién nacido) con hipoacusia que presenta examen otoscépico
normal, se procede a las pruebas audioldgicas para saber si la HA es conductiva (también llamada de
transmisidn), neurosensorial (de percepcidon) o mixta (combinacién de ambas). Estas pruebas

audioldgicas pueden ser objetivas o subjetivas.

2.1. Pruebas audioldgicas objetivas

Los test objetivos o fisioldgicos determinan el estado funcional del sistema auditivo y no requieren
colaboracién por parte del paciente, por lo que pueden realizarse a cualquier edad. Entre éstos se

incluyen:
2.1.1. Audiometria por respuestas eléctricas (Potenciales Evocados Auditivos)

Este grupo incluye los procedimientos de medicion de potenciales eléctricos que se generan tras la

aplicacion de un estimulo auditivo (potenciales evocados auditivos, PEA).

Los PEA son fluctuaciones de voltaje generados en el sistema nervioso en respuesta a un estimulo
adecuado. Hay distintos tipos de PEA en funcién del tiempo que tardan en llegar a la corteza desde
gue se genera el estimulo, como por ejemplo los potenciales microfénicos cocleares, sin latencia, y los
PEA de tronco cerebral (PEATC), de latencia corta. Estas pruebas han supuesto un gran avance en el
diagndstico de HA en la poblacion pediatrica y especialmente en el cribado neonatal de HA, para el

que se utilizan principalmente los PEATC junto con las otoemisiones acusticas (OEA) (13).
a) PEA de tronco cerebral (PEATC)

Los PEATC (en inglés, auditory brain-stem response, ABR) usan un estimulo sonoro (click, sonido
transitorio producido por un impulso eléctrico de milisegundos de duracién) para provocar respuestas
electrofisioldgicas que se originan en el VIII nervio craneal y en el tronco del encéfalo, que seran
grabadas con electrodos. Estos potenciales evocados no permiten identificar las HA de bajas

frecuencias ni tampoco proporcionan informacién sobre los umbrales de audicion.

b) PEATC automatizados (PEATC-a)
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Variante de los PEATC que requiere menor preparacion del paciente. Al detectar automdticamente la
sefial, no requiere su interpretacion por un profesional y evita el sesgo del observador. Es una de las

pruebas utilizadas en el cribado neonatal de hipoacusia.

c) Potenciales evocados auditivos de estado estable (PEAee)

Los PEAee (en inglés, auditory steady-state response testing, ASSR) son una variante de los PEATC que
mediante algoritmos matematicos proporcionan informacién de umbrales a frecuencias que los

PEATC no proporcionan, obteniéndose un audiograma similar al obtenido por audiometria tonal.

2.1.2. Otoemisiones acusticas (OEA)

Las OEA son sonidos que se originan dentro de la céclea normal y que se miden en el canal auditivo
externo utilizando una sonda con un micréfono y un transductor. Las OEAs se originan por contraccién
de las CCE cocleares, por lo que reflejan principalmente la actividad de las mismas y estan presentes

aunque exista alteracién del nervio auditivo.

Dependiendo del estimulo utilizado se diferencian varios tipos de otoemisiones, como son las OEA
espontaneas (OEAE), generadas sin necesidad de estimulo, y las OEA provocadas (OEAP), que se

generan por estimulacidn con sonidos o clicks.

Las OEAP estan presentes en la mayoria de individuos normoyentes. Debido a que la mayoria de las
HA cursan con pérdida de las células ciliadas, las OEA desaparecen o estan reducidas en personas con
HA superior a 30-40 dB, por lo que este método es uno de los utilizados en el cribado neonatal de HA

en recién nacidos.

Sin embargo, presenta varias limitaciones: existen algunas etiologias de HA como la neuropatia
auditiva que estan causadas por disfuncién de las vias neurales y no de la céclea, por lo que los
pacientes siguen presentando OEA y la HA no puede ser detectada mediante esta prueba. Ademas,

no permite evaluar el grado de HA, por lo que no sustituye al audiograma tonal.

2.1.3. Impedanciometria

La impedanciometria incluye un conjunto de pruebas que se utilizan para la valoracion del oido medio

y el timpano, la funcionalidad del VIl y VIII par craneal, y de la funcion de la trompa de Eustaquio (13).



Introduccion

2.2. Pruebas audiolégicas subjetivas

La evaluacion de la audicidn por métodos subjetivos requiere cierta colaboracién por parte del
paciente y se realiza mediante la audiometria tonal. Este método permite localizar la lesidn,
diferenciando entre hipoacusias de conduccidon e hipoacusias neurosensoriales. Consiste en la
obtencién de los umbrales de audicion para las distintas frecuencias, entendiendo como umbral
auditivo la intensidad minima que una persona necesita para detectar la presencia de un sonido el

50% de las veces (13).
Entre las audiometrias se incluyen las audiometrias conductuales y la audiometria tonal pura.
2.2.1. Audiometrias conductuales

Hay varios tipos y se utilizan en niflos de hasta 2,5 afios de edad, en los que la colaboracién del
paciente es dificil o imposible. El nifio, tras recibir un estimulo auditivo, emitira respuestas

automaticas o voluntarias observables por el examinador.

Se basan en las respuestas que el nifio seglin su edad y grado de maduracion puede llevar a cabo. En
recién nacidos, se observard su comportamiento ante los sonidos (apertura de ojos de par en par,
fijaciéon de la mirada, detencion de la succidn, sobresalto, etc). En edades mas avanzadas, se evaluara

si responde a su nombre, si imita sonidos, su vocabulario, uso de oraciones, etc. (13).
2.2.2. Audiometria tonal pura

La audiometria tonal pura es la determinacién de la intensidad mas baja a la cual un individuo oye un
tono puro. Se usan frecuencias desde 250 hasta 8000 Hz y la intensidad o volumen se mide en
decibelios Hearing Level (dB HL). El umbral medio de un adulto normoyente es 0 dB HL. Se evaltan los

umbrales de deteccion y discriminacion del habla.
Se realizan dos tipos de audiometria tonal:

e La audiometria de conduccion aérea presenta los sonidos mediante auriculares, y los
umbrales dependen del estado del canal externo, del oido medio y del oido interno.

e Laaudiometria de conduccién ésea presenta los sonidos a través de un vibrador que se coloca
en el hueso mastoides o en la frente, por lo que evita los oidos externo y medio y los umbrales

dependen del estado del oido interno.

10
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Algunas variantes de la audiometria tonal pura que completan el estudio audioldgico son la
audiometria tonal enmascarada, en la cual se aplica un sonido en el oido contrario para verificar la
respuesta real del oido testado; y la audiometria verbal, que evalla la percepcién y reconocimiento
auditivo de la palabra hablada mediante diferentes pruebas como el test de bisilabas y el test de

frases, entre otros.

Los datos obtenidos de la audiometria tonal se representan en un grafico llamado audiograma, donde
en abscisas se colocan las frecuencias en Hz y en ordenadas, en sentido descendente, las pérdidas en
relacién al eje 0 dB que representa el umbral normal, en dB HL (Figura 9). Los umbrales de conduccion
aérea del oido derecho se representan con circulos rojos y los del izquierdo con aspas azules, y se
unen entre ellos mediante una linea continua. Los umbrales de conduccién ésea se representan con

los simbolos “<” en rojo y “>” en azul para el oido derecho y el oido izquierdo, respectivamente (Figura
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Figura 9. Ejemplos de audiogramas. A: normoacusia bilateral. B: hipoacusia conductiva del oido izquierdo, donde se observa
la diferencia entre la conduccion ésea (normal) y la conduccion aérea (hipoacusia). C: hipoacusia neurosensorial del oido
derecho, en la que no hay gap entre la conduccion aérea y la dsea.

2.3. Programa de cribado auditivo neonatal

El cribado neonatal de la HA congénita se puede realizar mediante dos tecnologias: las otoemisiones
acusticas (OEA) y los potenciales evocados auditivos de tronco cerebral automatizados (PEATC-a).
Ambas técnicas ofrecen resultados objetivos, aunque se diferencian en el modo de ejecucidn, en la

parte del sistema auditivo que estudia cada una de ellas y en el coste.

11
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Programa de cribado auditivo neonatal en Euskadi

El programa de deteccidn precoz de HA en la Comunidad Auténoma del Pais Vasco (CAPV) se inici6 en
junio de 2003, estableciendo como prueba de cribado las otoemisiones acusticas (OEA) realizadas en
varias fases con el fin de evitar falsos positivos. En 2012 se redisefidé el programa sustituyendo el
cribado con OEA por los potenciales evocados auditivos automatizados (PEATC-a), considerado gold

standard a nivel internacional, ya que permite explorar toda la via auditiva del recién nacido (14).

El programa se realiza en dos fases (Figura 10): en la primera fase o fase de cribado se realizan los
PEATC-a al recién nacido, generalmente en al area de maternidad antes de darle el alta hospitalaria, y
en todo caso antes del mes de vida. Los nifios recién nacidos que no superan este cribado pasan a la
fase de diagndstico, en la que se realizan los PEATC con umbrales antes de que el nifio cumpla 3 meses
y se derivan a los centros de referencia de HA de los Servicios de Otorrinolaringologia de los cuatro

Hospitales Universitarios de la CAPV, donde se evaluaran los resultados.
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Figura 10. Algoritmo de la prueba de cribado neonatal auditivo utilizado actualmente en Euskadi (14).

3. Hipoacusia

El sonido puede describirse en términos de frecuencia (tono), que se mide en hercios (Hz), y en
intensidad (volumen), que se mide en decibelios (dB). Una persona con audicién normal puede

procesar frecuencias entre 20 y 20.000 Hz a intensidades de 0 a 140 dB.
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La hipoacusia o pérdida de audicién ocurre cuando se pierde todo o parte del rango normal de
audicion (15). El grado de pérdida de audicidn se mide en dB HL (decibelios de pérdida de audicién,
del inglés decibels in hearing level). El umbral de 0 dB HL para cada frecuencia es un valor de referencia
que se refiere al nivel al cual los adultos jévenes normales perciben un tono el 50% de las veces. La
audicion se considera normal si los umbrales de un individuo estan por debajo de 15 dB respecto a los

umbrales normales (16), es decir, entre 0y 15 dB HL.

La clasificacion de las hipoacusias se puede hacer en base a diferentes criterios:

a) Enfuncidn de la presencia o ausencia de otros sintomas:
a. HA sindrémica: cuando ocurre junto con otras alteraciones clinicas.

b. HA no sindrémica: cuando no se asocia a otros signos o sintomas.

b) En base ala localizacién de la lesidn:
a. HA conductiva: causada por anomalias del oido externo y/o medio.
b. HA neurosensorial: por alteracién funcional de estructuras del oido interno. En
funcion de la estructura disfuncional:

a. Sensorial: cuando la lesidn se localiza en las CC.

b. Central: por alteraciones en el cértex cerebral.

c. Trastorno del espectro de neuropatia auditiva (auditory neuropathy
spectrum disorder, ANSD): incluye un grupo amplio de patologias que se
caracterizan por el fallo en la transmisién del sonido desde la coclea al
cerebro, debido a defectos en la funcion sinaptica de las CCl o en la
conduccién neural. Se caracteriza por presencia de otoemisiones acusticas
(OEA) (por el funcionamiento normal de las CCE) con alteracién de los
potenciales evocados del tronco cerebral (PEATC) (por fallo en la transmisidn
de la sefial al cerebro) (ver seccion 3.1.).

¢. HA mixta: por alteracion conductiva y neurosensorial.

En Estados Unidos el 90% de la HA es neurosensorial y se asume que lo mismo ocurre en

Europa (17).

c) En base al grado de pérdida de audicién:
Existen varias clasificaciones que establecen umbrales similares pero ligeramente diferentes

para definir el grado de hipoacusia. La mayoria utilizan cuatro categorias de hipoacusia, en
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base a la media de los umbrales a las frecuencias 500 Hz, 1000 Hz, 2000 Hz y 4000 Hz en el

mejor oido (Tabla 1).

Tabla 1. Grados de hipoacusia. *Organizacién Mundial de la Salud (18).°European Concerted Action Programme on Genetic
Hearing Impairment (19). “‘Bureau International d Audiophonologie (20).

Clasificacion OMS? Clasificacién EU-HEAR® Clasificacién BIAP 02/1°
Grado de HA
dB HL dB HL dB HL
Audicion normal <26 <20 <20
Leve 26-40 20-40 21-40
1%" grado: 41-55
Moderada 41-60 41-70
22 grado: 56-70
1¢" grado: 71-80
Severa 61-80 71-95
22 grado: 81-90
1¢" grado: 91-100
22 grado: 101-110
Profunda >81 >95
3% grado: 111-119
HA total (cofosis): >120

d) En funcidn del momento de inicio de la HA:

a. Congénita: cuando se manifiesta desde el nacimiento.

b. Prelingual o prelocutiva: antes del desarrollo del lenguaje (en general, dos afios de
edad).

c. Perilingual o perilocutiva: cuando la hipoacusia aparece durante la adquisicion del
lenguaje.

d. Postlingual o postlocutiva: cuando ocurre después del desarrollo normal del
lenguaje.

e. Deinicio en edad adulta.

f. Presbiacusia: pérdida de audicion asociada al envejecimiento.

e) En base a las frecuencias sonoras a las que afecta:
a. HA de frecuencias bajas: <500 Hz
b. Ha de frecuencias medias: 500-2000 Hz

c. Hade frecuencias altas: >2000 Hz
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f)  En funcién del origen genético:

a. HA genética: causada por alteraciones en el genoma; puede presentarse en el
nacimiento o en edades mds avanzadas.

b. HA no genética (adquirida): consecuencia de factores ambientales como infecciones
(ej.: meningitis, otitis media), lesiones traumaticas (ej.: perforacién del timpano,
fractura craneal, traumatismos acusticos), o toxicos (ej.: antibidticos
aminoglucésidos, cisplatino). Sin embargo, también en las HA adquiridas pueden estar
implicados factores genéticos modificadores, que pueden influir en el inicio, la

gravedad y la estabilidad de la HA no genética.

4. Tratamiento de la hipoacusia

4.1. Audioprotesis externas

Las audioprdtesis externas, proétesis auditivas o audifonos son aparatos electrénicos que amplifican el
sonido, lo procesan y lo conducen hacia el oido hipoacusico para que llegue de manera eficiente,

ajustandose al rango auditivo dindmico del paciente (21).

Un audifono esta formado por cuatro elementos fundamentales: el micréfono, que recoge la seial
acustica y la convierte en eléctrica; el amplificador, que procesa y amplifica esta sefial eléctrica en
base al grado de HA; el auricular, que recibe esa seial eléctrica y la transforma de nuevo en energia

acustica y la transmite al oido; y la bateria, necesaria para el funcionamiento del dispositivo.

Su uso esta indicado en los pacientes en los que la HA no pueda solucionarse con un tratamiento
médico y/o quirdrgico, y generalmente se recomienda cuando los umbrales superan los 30-40 dB HL

en las frecuencias conversacionales (21).

4.2. Implante coclear

El implante coclear (IC) es un dispositivo electrénico que consiste en una parte externa que se coloca
detras de la oreja y una segunda parte que se coloca quirdrgicamente bajo la piel. Esta formado por
un micréofono que recoge el sonido ambiental; un procesador, que selecciona los sonidos recogidos
por el micréfono; un transmisor y receptor/estimulador, que recibe sefiales del procesador y las
convierte en impulsos eléctricos; y un array de electrodos, que recoge los impulsos del estimulador y

los envia a diferentes regiones del nervio auditivo (22).
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La primera cirugia de IC de un Unico canal se realizé en 1961 por House and Doyle y, desde entonces,
ha revolucionado el cuidado de nifios y adultos con HA. Ademds de incluir adultos y nifios con HA
neurosensorial de severa a profunda que no mejoran con audifonos, las indicaciones de IC también
han cambiado considerablemente y actualmente incluyen nifios tan pequefios como 12 meses de
edad y adultos con audicion retenida a bajas frecuencias (23). Este aspecto es importante, ya que la
estimulaciéon precoz del sistema auditivo es fundamental para el desarrollo y el reconocimiento del
habla. Se ha demostrado que en nifios con HA congénita o prelingual, el éxito del IC sélo se consigue
cuando se realiza dentro del periodo de maxima plasticidad auditiva, que corresponde a los primeros
6 anos de vida. Es mas, si la introduccion del IC se lleva a cabo antes de los dos afos de edad, el

resultado es mejor y mas rapido (24).

Sin embargo, los resultados del IC no siempre son éptimos. Mientras que la mayoria de usuarios de IC
obtienen unos resultados excelentes de audicidn y reconocimiento del habla, una minoria no consigue
los niveles de audicién esperados. Esta variabilidad ocurre tanto en nifios como en adultos. Uno de los
predictores mds potentes de los resultados postoperatorios del IC son los factores clinicos asociados
con la HA, como la duracién de la HA, el estatus socioecondmico y los umbrales audiométricos
preoperatorios. Desde el punto de vista clinico, hay pocas contraindicaciones al IC, aunque hay un
acuerdo general en que los resultados son pobres en pacientes con ausencia de nervio coclear, ya que
la falta de dicho nervio impide que el estimulo eléctrico del IC llegue al tronco cerebral. Para estos

pacientes, se ha conseguido una mejora en los resultados mediante el implante de tronco cerebral.

Hay evidencias crecientes de que tanto las alteraciones cualitativas como las cuantitativas en el nervio
auditivo pueden afectar al resultado del implante coclear. Los datos muestran que individuos con
lesiones que afectan primariamente el sistema sensorial coclear y la sinapsis, que son evitados por el
IC, tienen resultados 6ptimos. Sin embargo, los pacientes con lesiones que afectan al nervio auditivo
muestran resultados pobres con IC, probablemente porque la transmision neural de la sefal eléctrica

desde el IC estd afectada.

Desde los primeros afios del IC se ha intentado determinar los factores por los que algunos individuos
experimentan peores o mejores resultados que los esperados preoperatoriamente. Una revisién
reciente ha propuesto una clasificacién de las lesiones del sistema auditivo en funcidn del componente
afectado (23): sensorial, responsable de la mecanotransduccién (CC); sinaptico, que es la sinapsis en
si e incluye el sitio presindptico (base de la CC) y el postsinaptico (dendritas terminales de ganglio

espiral); y la parte neural, formado por el ganglio espiral y el nervio auditivo (Figura 11).
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Figura 11. Componentes del sistema auditivo. Modificado de Shearer et al. (23). IC: implante coclear; CCI: célula ciliada
interna.

El IC evita las partes sensorial y sindptica para estimular directamente los somata del ganglio espiral.
En base a esto, en teoria, la salud del 6rgano de Corti o de la sinapsis no afectara al resultado del IC;
mientras que la salud del ganglio espiral (0 mas generalmente, del nervio auditivo), de la sinapsis entre
el ganglio espiral y el nucleo coclear del tronco cerebral, o del cértex auditivo pueden afectar
negativamente la transmision eléctrica del sonido proporcionada por el IC, dando lugar tedricamente

a resultados subdptimos del IC.

Siguiendo esta clasificacion de las partes del sistema auditivo, se podrian agrupar los genes implicados
en la HA en base al componente al que afectan, para poder asi predecir el resultado del IC. Por
ejemplo, entre los genes que afectan a la parte sensorial (coclear) estarian GJB2, SLC26A4, CDH23,
MYO7A, o LOXHD1. En estos pacientes, el resultado esperado del IC es excelente, ya que el IC evita la
parte defectuosa del sistema auditivo. En cuanto a las alteraciones genéticas que afectan a la sinapsis
(sinaptopatias), tendriamos las presindpticas (genes OTOF, CACNA1D, CABP2, SLC17A8) y las
postsindpticas (genes DIAPH3, OPA1, ROR1, ATP1A3). Por ultimo, tendriamos las alteraciones en genes
que afectan al ganglio espiral y al nervio auditivo (e.g., TIMMS8A, AIFM1, NARS2) y las neuropatias
desmielinizantes hereditarias, que afectan al nervio auditivo (e.g., genes MPZ y PMP22, causantes de

la neuropatia hereditaria de Charcot-Marie-Tooth).
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Desde un punto de vista practico, los avances en el entendimiento de los IC generalmente no alterardn
el cuidado del paciente actualmente. Sin embargo, en el futuro préximo, conforme emerjan
dispositivos de IC y terapias moleculares mdas a medida, el entendimiento del sitio de la lesidn del

sistema auditivo sera crucial.

5. Genética de la hipoacusia

Segun estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el 6% de la poblacién mundial

presenta hipoacusia, de los cuales 34 millones son nifios (7%) (25).

La hipoacusia neurosensorial (HANS) es la alteracion sensorial mas frecuente en la infancia, con una
prevalencia de 1-2 casos por cada 1.000 recién nacidos que aumenta a 3-4/1.000 entre adolescentes
(26). Aproximadamente el 50% de las HANS en nifios son debidas a causas genéticas (27), de las cuales
el 70% son no sindrémicas y el 30% sindromicas (28) (Figura 12).

Environmental

CMV meningitis
rubella prematurity
head trauma asphyxiation

ototoxicity hyperbilirubin
other ipfections Yy

Alport Norrie
Pendred Usher
Waardenburg

Branchio-oto-renal
Jervell and Lange-Nielsen

Autosomal dominant

Congenital
Hearing Loss

Autosomal recessive

X-Linked
Mitochondrial

Figura 12. Causas de hipoacusia (28).

La HANS no sindrémica puede transmitirse de forma autosdmica recesiva (AR) (70-80%), autosémica
dominante (AD) (15%), ligada al cromosoma X (1%) o de forma matrilineal (mitocondrial). La HA
mitocondrial ocurre en el 1% de los casos en el mundo occidental (29), pero ha sido descrita hasta en
un 15-20% de las HANS familiares en Espafia (30, 31) . Como norma general, las formas recesivas se
asocian a HA congénita o prelingual y severa-profunda, mientras que las formas autosémicas

dominantes son esencialmente postlinguales (16).

A dia de hoy, se han identificado mas de 100 genes asociados a HA no sindrémica (32). Histéricamente,
estos genes fueron identificados como /oci y denominados como DFNA si eran de herencia AD, DFNB

si la herencia AR y DFNX en el caso de los de herencia ligada al cromosoma X, y eran numerados en el
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orden en el que habian sido descubiertos. En la actualidad, se van conociendo los genes
correspondientes a cada locus y la informacidn se actualiza de forma regular en la pagina Hereditary
Hearing Loss Homepage (32). Esta pagina web fue creada a partir del proyecto HEAR del European
Working Group on Genetics of Hearing Impairment, y actualmente se actualiza y mantiene gracias a la
colaboracién entre Richard Smith y Eliot Shearer, de la Universidad de lowa (lowa, Estados Unidos), y

Guy Van Camp y Manou Sommen, de la Universidad de Amberes (Amberes, Bélgica).

Ademas de la gran heterogeneidad genética, también se observa en la HA una gran heterogeneidad
alélica, con un gran nimero de variantes patogénicas diferentes descritas en cada gen, la mayoria de
las cuales son variantes patogénicas privadas o individuales de cada familia. Sin embargo, en unos
pocos casos especificos existen variantes patogénicas recurrentes, como ocurre con los genes GJB2,

SLC26A4, OTOF, MT-RNR1y COCH (33).

Las investigaciones realizadas en las dos ultimas décadas han revelado que la epidemiologia de la HA
hereditaria varia en funcidn de la poblacidn. Sin embargo, exceptuando el caso del gen GJB2, la
informacién actual disponible sobre la poblacidn europea es limitada, y lo mismo ocurre en el caso de
la poblacién espafiola (34). Este hecho impide valorar la contribucidon de cada gen a la etiologia

genética de la HA neurosensorial en esta poblacidn.

Por otra parte, las variantes patogénicas reportadas en poblacidn caucasica no son representativas de
toda la poblacion europea, ya que en algunos casos pueden existir diferencias considerables entre
distintas regiones de Europa. A esto se afiade el hecho de que las frecuencias mutacionales estimadas
de algunos genes de gran tamafo pueden estar sesgadas debido a que su estudio no se ha
generalizado hasta la aparicidn de la tecnologia de secuenciacién masiva. Estas limitaciones subrayan
la necesidad de realizar estudios en profundidad para determinar la epidemiologia de HA en diferentes

poblaciones (33).

En la actualidad se han identificado mas de 70 genes causantes de HA no sindrémica autosdmica
recesiva (32). De éstos, los mas prevalentes son, en orden de frecuencia: GJB2, SLC26A4, MYO15A,
OTOF, CDH23 y TMC(C1 (33). En cuanto a las HA de herencia AD, se han identificado mas de 40 genes
asociados (32). Aunque ninguno de ellos es especialmente prevalente respecto a los demas, se podria
decir que los genes mas frecuentes en HA AD son WFS1, KCNQ4, COCH y GJB2 (33). Ademas, WFS1,

COCH y TECTA causan HA con fenotipos auditivos caracteristicos reconocibles.

La HA ligada al cromosoma X y la HA mitocondrial son poco frecuentes, suponiendo menos del 1% de

todas las clases de HA (33), aunque pueden existir diferencias entre distintas poblaciones. Hasta la
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fecha se han mapeado 6 loci de HA ligados al cromosoma X, con 5 genes identificados: PRPS1 para

DFNX1, POU3F4 para DFNX2, SMPX para DFNX4, AIFM1 para DFNX5 y COL4A6 para DFNX6 (32).

Los genes causales de la HANS pueden clasificarse en base a su funcién en el oido interno, entre las
cuales se incluyen las proteinas de las uniones en hendidura, proteinas de uniones estrechas,
proteinas del citoesqueleto, proteinas transmembrana (35) y otros genes de funciones variadas. Las

familias de genes mas relevantes se describen a continuacion.

5.1. Genes codificantes de proteinas de las uniones en hendidura (gap junctions)

Las uniones en hendidura o uniones gap (en inglés, gap junctions) son zonas especializadas que
conectan los citoplasmas de células adyacentes permitiendo el paso libre de iones y moléculas de una
célula a otra. El oido interno consta de distintos tipos de células de soporte implicadas en el soporte
fisico y fisiologico de las CC, y en el mantenimiento de la homeostasis coclear. El desarrollo y
funcionamiento de estas células de soporte depende de interacciones finamente equilibradas en las

gue intervienen las uniones en hendidura (36).

Las funciones hipotéticas de las uniones en hendidura en la céclea incluyen el reciclaje de iones
potasio, el aporte de nutrientes y energia, la sefalizacion intracelular, la generacién de potencial
endococlear y el mantenimiento de la homeostasis de la perilinfa y la endolinfa, y la participacion en
la amplificacién coclear activa. Ademas, recientemente se ha reportado que también juegan un papel
importante en la reparacion epitelial en la céclea. Por tanto, la alteraciéon de estas uniones puede

influir en muchos aspectos de la funcién coclear (37).

Las proteinas que forman las uniones en hendidura son las conexinas. Seis subunidades de conexina
forman un conexdn, que al unirse con el conexdn de la célula adyacente formara el canal intercelular

de la unién en hendidura (Figura 13), conectando los citoplasmas de ambas células.
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Figura 13. Conexinas, conexones, canales intercelulares y uniones en hendidura (38).

Dos genes codificantes de conexinas han sido relacionados con la HA neurosensorial no sindrémica:

GJB2 y GJB6, que codifican las proteinas conexina 26 y conexina 30, respectivamente.
5.1.1. Gen GJB2

El gen GJB2 (en inglés, Gap Junction Protein Beta-2, OMIM*121011) se localiza en la regién q12.11 del
cromosoma 13 y codifica la proteina conexina 26 (Cx26). Estructuralmente, el gen GJB2 es un gen
pequerio que contiene dos exones, y sélo parte del segundo es codificante (Figura 14). Se expresa en
muchos tejidos diferentes; en la cdclea humana, se expresa en casi todos los tipos de células con

excepcion de las CC (36).

Bl |

Exon 1 Exon 2

Figura 14. Estructura del gen GJB2. La linea gris indica el intron. En color rojo claro se muestra la region codificante del gen
en el exdn 2; en rojo oscuro, las regiones no codificantes (39).
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Un mondmero de Cx26 es una proteina de 226 aminodcidos que consiste en 4 hélices transmembrana
(TM1-TM4) unidas por dos loops extracelulares (E1y E2) y un loop intracelular de menor tamaiio, con

extremos N- y C-terminales en el lado citosélico de la membrana (Figura 15).

El mondmero de Cx26, tras ser sintetizado en el reticulo endoplasmatico, experimenta una
maduracién conformacional en el aparato de Golgi y se ensambla con otros monémeros de Cx26 o de
otras conexinas como Cx30, formando hexameros homoméricos o heteroméricos. Estos hexameros
se denominan conexones y son transportados a la membrana plasmatica. Una vez alli, los conexones
pueden mantenerse como hemicanales, permitiendo el transporte de moléculas de pequefio tamafio
entre el citosol y el espacio extracelular, o contactar con otro conexén de una célula adyacente para
formar un canal intercelular. La superposicion de cientos de canales intercelulares en forma de placas
crea las uniones en hendidura, que conectan directamente los citoplasmas de las dos células formando

un sincitio funcional (36).

Las variantes patogénicas en el gen GJB2 son causa de HA no sindrémica AR DFNB1 (OMIM#220290)
e HA no sindrémica AD DFNA3 (OMIM#60154). Ademds, este gen también se ha relacionado con HA
sindrémicas AD como la HA con queratitis-ictiosis (OMIM#148210) y la queratoderma palmoplantar

con HA (OMIM#148350).

Las primeras hipdtesis sobre los mecanismos patogénicos implicados en el gen GJB2 proponian que
las variantes patogénicas en este gen podrian impedir el emparejamiento de las uniones en hendidura
y afectar al reciclaje de potasio, provocando la acumulacién de este ion en el espacio extracelular
alrededor de las CC, lo que las dafiaria causando HA (40). Sin embargo, este mecanismo no ha sido
demostrado experimentalmente y los resultados de estudios mas recientes son inconsistentes con
esta teoria (41). Por tanto, aunque se sigue considerando que el reciclaje de potasio es fundamental
para la audicién, los nuevos datos demuestran que su alteracién no es el mecanismo principal de
patogenicidad en la HA relacionada con el gen GJB2. El mecanismo sigue sin estar claro y se cree que
podrian estar implicados otros factores como alteraciones del desarrollo coclear o de la

electromotilidad de las CCE (37).

La HA asociada a este gen estd causada principalmente por variantes patogénicas de herencia AR que
inactivan los dos alelos del gen reduciendo o eliminando la proteina Cx26 en la membrana plasmatica.
Se han descrito muchos tipos de alteraciones: grandes deleciones que eliminan el gen GJB2 en su

totalidad o elementos reguladores esenciales para su expresion, variantes patogénicas puntuales que
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interfieren en la funcién del promotor o en el splicing, y variantes patogénicas puntuales en la region

codificante del gen (36).

Las variantes patogénicas de la region codificante del gen GJB2 pueden ser variantes de truncamiento
de proteina (variantes que interrumpen la transcripcidon por generacién de un codén de parada
prematuro, dando lugar a una proteina mas corta o a ausencia de la expresion de proteina (42) o de
cambio de sentido (en inglés, missense) (Figura 15). Debido a que la regién codificante completa del
gen GJB2 estd en el ultimo exdn, estos ARNm con codones de parada prematuros escaparian de la
eliminacion por el mecanismo de degradacién del ARNm mediada por mutaciones terminadoras (en
inglés, nonsense-mediated decay, NMD), por lo que presumiblemente las proteinas son sintetizadas,
aunque de forma truncada. Esto afectard a su plegamiento y polimerizacidn y seran retenidas en el
reticulo endoplasmico, dando lugar a una pérdida total de funcidn. Las variantes patogénicas de
cambio de sentido dan lugar a sustituciones de aminoacido en la proteina, y en funcién del residuo

afectado pueden afectar a su funcién o a su plegamiento, oligomerizacion o estabilidad estructural

(43).
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Figura 15. Organizacion topoldgica del monémero Cx26 con sus distintos elementos estructurales. Las hélices se representan
como cilindros, en color verde claro las que forman la parte hidrofilica del poro y en verde oscuro las que se exponen al
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ambiente hidrofobico de la membrana lipidica. Las hélices M2 y M3 se proyectan hacia el citoplasma. B: localizacion de
algunas de las variantes patogénicas de truncamiento y de cambio de sentido en este gen (43).

La DFNB1 es mayoritariamente prelingual aunque no siempre congénita, lo que significa que algunos
pacientes podrian pasar el cribado neonatal de hipoacusia sin ser detectados y desarrollar HA severa
unos meses después. Se ha estimado que esta penetrancia incompleta al nacimiento puede ser mayor
del 6.9% (44). Ademads, también se han descrito casos postlinguales, generalmente en asociacién con

variantes patogénicas especificas como la c.-22-2A>C (43).

La gravedad de la HA DNFB1 puede ser desde leve hasta profunda, con gran variabilidad intra e
interfamiliar incluso entre individuos con la misma variante. Se ha observado que aquellos que
presentan dos variantes patogénicas de truncamiento de la proteina cursan con un fenotipo mds
severo que los pacientes con dos variantes patogénicas de cambio de sentido, y que en los pacientes
con genotipo truncamiento/cambio de sentido el fenotipo es intermedio entre ambos grupos (45, 46).
Entre las variantes patogénicas de cambio de sentido se han identificado alelos hipomorfos de baja
penetrancia (c.101T>C,p.Met34Thry c.109G>A, p.Val37lle), que cuando se presentan en heterocigosis
compuesta con otra variante patogénica en GJB2 dan lugar a fenotipos variables, desde audicién
normal hasta HA leve-moderada de inicio tardio y progresiva (45). Pero ademads de estos factores, la
gran variabilidad en la HA DFNB1 podria ser atribuida, al menos en parte, a la influencia de

modificadores genéticos (43).

Respecto a las variantes patogénicas en GJB2 asociadas a formas autosémicas dominantes de HA,
éstas afectan a residuos especificos de la proteina (Figura 16) y pueden causar DFNA3 no sindromica
o formas sindromicas como el sindrome de Vohwinkel, sindrome de HA con queratitis e ictiosis (en
inglés, keratitis-ichthyosis-deafness syndrome, KID), sindrome de Bart-Pumphrey, Queratoderma
Palmoplantar e Histrix-ictiosis. Aunque el mecanismo patogénico exacto mediante el cual algunas
variantes en Cx26 causan fenotipos Unicos cutaneos es aun desconocido, se ha postulado que las
distintas sustituciones de aminoacido causan diferentes cambios conformacionales en la estructura
tridimensional de la proteina, lo que da lugar a distintos fenotipos dependiendo de las propiedades
del aminodacido sustituido. Aparentemente, producen alteracién o ganancia de funcién de los
hemicanales, que causan enfermedad cutanea debido a un efecto negativo en la Cx26 silvestre y otras
conexinas coexpresadas en la piel, como la conexina 30 (Cx30) (46). Aunque todas estas variantes
patogénicas son de herencia AD, recientemente se ha descrito una variante nueva causante de KID de

herencia AR en una familia de origen saudi (46).
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Figura 16. Esquema de la estructura de la proteina conexina 26 y variantes patogénicas causantes de formas sindromicas de
HA asociadas a alteraciones cutdneas. En verde se resaltan las variantes patogénicas asociadas al fenotipo KID. En amarillo,
variante causante de KID de herencia AR descrita recientemente (46).
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El gen GJB2 es con diferencia el mas prevalente en la HA. Las variantes patogénicas en GJB2 son la
causa mas frecuente de HANS AR en la mayoria de poblaciones mundiales y en algunas representa
hasta el 50% de HANS AR (47). Hasta la fecha, se han descrito 355 variantes patogénicas causantes de
HA en este gen (48), que se distribuyen con diferentes frecuencias entre las distintas etnias. La variante
c.35delG es la mas frecuente en la mayoria de poblaciones caucasicas y puede suponer hasta el 70%
de todas las variantes patogénicas en GJB2 (45). Sin embargo, la frecuencia de portadores de c.35delG
difiere significativamente entre distintas poblaciones europeas, donde parece existir un gradiente con
frecuencias hasta dos veces mayores en el sur que en el norte de Europa (49). En Espafia, la variante
c.35delG es la mas frecuente debido a un efecto fundador. Otras variantes patogénicas frecuentes en

poblaciones especificas son c.167delT en judios Ashkenazi y c.235delC en japoneses (33).

5.1.2. Gen GJB6

El gen GJB6 (OMIM*604418) se encuentra en el locus DFNB1 al igual que el gen GJB2 y codifica la
proteina conexina 30 (Cx30). Las variantes patogénicas puntuales en este gen causan sindrome de
Clouston (displasia ectodérmica hidrdtica), de herencia AD y caracterizado por distrofia de ufias,

alopecia e hiperqueratosis palmoplantar, que no presenta hipoacusia.

Aunque inicialmente se postuld una interaccion digénica entre GJB2 y GJB6 como causa de DFNB1
(50), posteriormente se demostrd que las variantes patogénicas que silencian la expresion del gen

GJB6 no causan HA en humanos (51) y que la importancia de este gen en la DFNB1 radica en que los
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genes GJB6 y GJB2 comparten un elemento regulador en cis localizado en la region 5° del gen GJB6
(52). Algunas de las deleciones del gen GJB6, frecuentes en muchas poblaciones y en especial en la
espainola, afectan a dicha regién reguladora y provocan la pérdida de expresion del gen GJB2,
causando DFNB1 cuando se encuentran en homocigosis o en trans con otra variante patogénica en

GJB2.
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Figura 17. Grandes deleciones responsables de HA en el cromosoma 13q12 y la region critica minima candidata donde se
sospecha que estd situado el elemento regulador en cis de la expresion del gen GJB2 (36).

Las deleciones mas frecuentes en GJB6 son del(GJB6-D1351830), de 309 kb, y del(GJB6-D1351854), de
232 kb (Figura 17). Estas deleciones presentan distinta frecuencia y distribucién geografica: la variante
del(GJB6-D1351830) es muy frecuente a nivel mundial y especialmente en Espafia, donde en un
estudio multicéntrico se observd que representa el 7.6 y 9.7% de los alelos de DFNB1 en Madrid y
Barcelona, respectivamente (53). La variante del(GJ/B6-D1351854) es menos frecuente a nivel mundial
y se ha encontrado principalmente en Espaia y Reino Unido, suponiendo en Espafia un 2,2% de todos

los alelos patogénicos de DFNB1 (54).

5.2. Genes que codifican proteinas de las uniones estrechas

Las uniones estrechas (en inglés, tight junctions) juegan un papel fundamental en la creacion de una
barrera entre los distintos componentes del érgano de Corti, ayudando a mantener el potencial
endococlear. Por tanto, las proteinas de las uniones estrechas como las claudinas, la tricelulina y las

proteinas de la familia de las angulinas son criticas para la audicion (35).

A continuacidn, se describen las principales proteinas implicadas en estas uniones intercelulares.
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5.2.1. Gen CLDN14

Las claudinas son una familia de proteinas con cuatro dominios transmembrana que se localizan en
las uniones estrechas entre dos células. En mamiferos se han descrito 24 claudinas, codificadas por

genes diferentes y con expresion especifica de tejido (55).

El gen CLDN14 (OMIM*605608) codifica la proteina claudina 14 y se expresa principalmente en céclea,
higado y rifdn. Esta proteina se localiza en las uniones estrechas apicales de las CC del 6rgano de Corti
y de otros tejidos, y aumenta la resistencia transepitelial mediante la disminucién de la permeabilidad

a cationes, particularmente de potasio (35).

Figura 18. (a) Esquema de la proteina claudina 14 humana. (b) Localizacion de la claudina 14 (verde) en las uniones estrechas
bicelulares y apicales, entre las CCE y las células de Deiters. (c) Localizacidon de la claudina 14 (verde) en las uniones estrechas
entre CCl y células pilares y entre dos células pilares adyacentes. Los filamentos de actina se resaltan en rojo. Escala =5 um
(56).

Las variantes patogénicas en este gen causan HA neurosensorial AR DFNB29 (OMIM#614035), que
generalmente es de inicio prelingual, severa-profunda y estable (16, 57), aunque se ha descrito gran

variabilidad inter e intrafamiliar (56). En la actualidad, se han descrito 15 variantes patogénicas en el
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gen CLDN14 (48), y es una causa frecuente de HA AR en poblacién paquistani, donde supone un 2,25%
de HA (56).

5.2.2. Gen MARVELD?2

Las proteinas responsables de las uniones estrechas tricelulares también se han asociado a hipoacusia
(58). Estas uniones se encuentran en los apices de las células poligonales, en las esquinas formadas
entre tres células epiteliales (Figura 19). Entre estas proteinas se encuentran la tricelulina y la proteina

ILDR1 (angulina-2).

l Basal

Tricellular tight junctions Tricellular tight junction proteins

.} Tricellular tight junction proteins

Figura 19. Imagen esquemdtica de una union estrecha tricelular. Las uniones estrechas entre dos células sellan los espacios
intercelulares (lineas negras). Sin embargo, las esquinas donde convergen tres células (puntos verdes) no pueden ser ocluidas
completamente por las uniones bicelulares y puede quedar un canal central. Las proteinas de las uniones estrechas
tricelulares (puntos rojos y amarillos) se localizan en ese “canal” y forman una barrera (58).

La tricelulina es una proteina con cuatro dominios transmembrana que pertenece a la familia
MARVEL. Estd codificada por el gen MARVELD2 (OMIM*610572), y se localiza a lo largo de las uniones

estrechas intercelulares del epitelio del oido interno.

Las variantes patogénicas en este gen causan DFNB49 (OMIM# 610153), hipoacusia AR prelingual,
estable y moderada-profunda, y ha sido reportada como causa frecuente de HA en poblacién
paquistani y en romanies del centro de Europa (59). Se han descrito 17 variantes patogénicas

asociadas a HA en este gen (48).
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5.2.3. Gen ILDR1

La proteina ILDR1, también conocida como angulina-2, pertenece a la familia de las angulinas, que
regulan la localizacién de la tricelulina en las uniones estrechas tricelulares, y esta codificada por el

gen ILDR1 (immunoglobulin-like domain-containing receptor 1, OMIM*609739).

Las variantes patogénicas que provocan pérdida de funcidn del gen ILDR1 causan HA AR DFNB42
(OMIM#609646) (60), que suele ser de inicio prelingual y moderada-severa (16). Se han descrito 29
variantes patogénicas en este gen (48), la mayoria de ellas en familias de Paquistan, Corea del Sur e
Irdn. Las variantes patogénicas generalmente dan lugar a truncamiento prematuro de la proteina y
presentan un audiograma plano con HA severa en todas las frecuencias. Sin embargo, se ha observado
gue en algunas variantes patogénicas de cambio de sentido que afectan al dominio Ig-like de la
proteina, el audiograma es caracteristico, con audicidon normal en frecuencias bajas y una caida brusca

a HA severa en altas frecuencias (61).

5.3. Genes codificantes de proteinas del citoesqueleto

El citoesqueleto esta compuesto por una red de filamentos organizados en el citoplasma celular. La
capacidad de la célula para moverse, su morfologia y la organizacidon de sus componentes celulares
dependen de su citoesqueleto. En esta red intervienen tres tipos de filamentos: los filamentos

intermedios, los microtubulos y los filamentos de actina.

Son varios los genes de proteinas citoesqueléticas asociados a HA, entre los que se encuentran el gen
ACTG1, que codifica la y-actina, el gen DIAPH1, que regula la polimerizacién de filamentos de actina,

y varias miosinas (35).
5.3.1. Gen ACTG1

El gen ACTG1 (OMIM*102560) codifica la y-actina, que es la actina predominante en las CC del oido
interno. Esta proteina puede encontrarse en forma monomérica o globular (G-actina), o polimerizada
formando filamentos en estructuras celulares (F-actina), como ocurre en los estereocilios de las CC del

oido interno.

La F-actina sufre en los estereocilios un proceso conocido como treadmilling, que consiste en la adicion
de nuevos mondmeros de ATP-actina en un extremo de los filamentos (en la punta del estereocilio)

mientras se liberan mondmeros de ADP-actina en el otro extremo (en la base del estereocilio). En este
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proceso intervienen distintas proteinas colaboradoras, algunas de las cuales son necesarias para la

audicién normal (62).

Las variantes patogénicas en ACTG1 pueden afectar al agrupamiento de los filamentos, a la
polimerizacién o al movimiento de las miosinas en las CC, obstruyendo la reparacion de la estructura
coclear cuando estd dafiada por el ruido o la edad, y causando asi HA postlingual progresiva de

herencia AD (DFNA20/26, OMIM#604717) (35).

5.3.2. Gen DIAPH1

El gen DIAPH1 (OMIM*602121) codifica la proteina diaphanous homolog-1, que juega un papel
importante en la regulacién de la polimerizacion y el ensamblaje de las estructuras de F-actina en las
CC cocleares. En la céclea de ratdn, el gen Diaph1 se expresa en las células pilares internas (células de
soporte), en la base de las CCE y en las CCE, asi y como en las estructuras neuronales de la espiral

ganglionar y en el nervio coclear (63).

Variantes patogénicas en DIAPH1 fueron asociadas al primer locus de HA neurosensorial no
sindrémica AD (DFNA1, OMIM#124900) en 1997. Esta HA se presenta como progresiva, con inicio en
la primera década de la vida. Sin embargo, posteriormente se han descrito asociaciones de este gen
con HA y trombocitopenia en ocasiones subclinica, lo que hace sospechar que en realidad este gen
esté relacionado con HA sindrémica (63). Este aspecto sigue siendo materia de discusion actual en

diferentes grupos de expertos, debido a evidencias insuficientes o contradictorias (64, 65).

5.4. Genes codificantes de miosinas

Las miosinas, una superfamilia con mas de 35 clases, son una de las primeras proteinas asociadas a
hipoacusia humana. Son moléculas motoras que contienen tres dominios principales: una cabeza
motora N-terminal muy conservada que une actina y ATP; una regién reguladora (cuello) con un
numero variable de motivos 1Q que unen calmodulina; y una region C-terminal correspondiente a la
cola, que varia entre las distintas clases de miosinas y que es responsable de la especificidad funcional

de cada una de ellas (66).

La cabeza motora de la miosina contiene dos subdominios, uno de unién a actina y otro de unién a

ATP, que le permiten asociarse y disociarse de las fibras de actina efectuando un movimiento a lo largo

30



Introduccion

de los filamentos (15). En el oido interno, las miosinas tienen funciones especializadas asociadas con

los estereocilios (67) (Figura 20).

Las miosinas se clasifican en miosinas convencionales de dos cabezas (miosinas Il), responsables de la
contraccion muscular, y las miosinas no convencionales. Varias miosinas no convencionales han
demostrado tener un papel crucial en el oido interno causando HANS no sindromica AR: MYO3A,
MYO6, MYO7A y MYO15A, ademas de dos miosinas convencionales no musculares: MYH9 y MYH14.
La variabilidad interindividual de la hipoacusia relacionada con estos genes es elevada y no se ha

encontrado una asociacion clara entre genotipo y fenotipo (66).
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Figura 20. Proteinas de los grupos estereociliares. A: Dominios estructurales de las diferentes proteinas implicadas en lo
estereocilios. B: Diagrama de dos estereocilios indicando la distribucion de algunas de las moléculas implicadas (68).

5.4.1. Gen MYO7A

El gen Miosina VIIA (MYO7A, OMIM*276903) se localiza en la regién cromosdmica 11g35.3 y codifica
la proteina miosina VIIA de la superfamilia de las miosinas no convencionales, formada por un dominio
motor altamente conservado N-terminal, cinco regiones IQ, un dominio a-hélice SAH, dos dominios

MyTh4, dos dominios FERM y un dominio SH3 (Figura 21).
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1Q MyTH4 SH3 MyTH4 MyTH7

Figura 21. Dominios de la proteina miosina Vlla. Motor: dominio cabeza motora, 1Q: motivo 1Q-binding; SAH: dominio a-
hélice; MyTH4: dominio myosin tail homology 4; SH3: dominio Src homology 3; FERM: dominio 4.1 protein-ezrin-radixin-
moesin; MyTH7: dominio myiosin tail homology 7. Modificado de Masters et al. (69).

La miosina Vlla se expresa en el citoplasma y en el estereocilio de las CC cocleares (67). Estudios en
ratones han demostrado que esta proteina esta directamente implicada en la regulacién de la longitud

de los estereocilios.

El gen MYO7A (OMIM#276903) causa el sindrome de Usher tipo 1B (OMIM# 276900), HA no
sindromica AR DFNB2 (OMIM#600060) o HA no sindrémica AD DFNA11 (OMIM#601317).

5.4.2. Gen MYO6

El gen MYO6 (OMIM*600970) codifica la miosina VI, que es una proteina motora reversa, es decir, que
se mueve hacia el extremo negativo de los filamentos de actina, en sentido contrario a otras miosinas.
En el oido interno esto significa que, a diferencia de otras, la miosina VI se mueve a lo largo de los
filamentos de actina hacia la base del estereocilio (67). Interviene en procesos como el transporte de
vesiculas de membrana y la migracidn celular, y es necesaria para la integridad estructural de las CC

del oido interno.

Estructuralmente, la miosina VI, al igual que todas las miosinas motoras, consiste en un dominio motor
N-terminal altamente conservado que puede unir ATP y filamentos de actina. Los cambios
conformacionales en el dominio motor generados por la hidrdlisis de ATP se transmiten a través de la
region de conversién dando lugar a un gran movimiento del brazo adyacente. El dominio C-terminal
de la miosina VI contiene un dominio de hélice alfa central seguido de un dominio globular de unién

al elemento a transportar (en inglés, cargo binding domain, CBD) (Figura 22).
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SAH CBD

Figura 22. Dominios de la proteina MYOG6. Motor: dominio cabeza motora; 1Q: motivo 1Q-binding; SAH: dominio tnico a-
hélice; CBD: dominio cargo-binding. Modificado de Masters et al. (69).

Las variantes patogénicas en el gen MYO6 dan lugar a HA no sindrémica AD DFNA22 (OMIM#606346)
(70) o HA no sindromica AR DFNB37 (OMIM#607821), lo que posiblemente refleja diferencias en la

fisiopatologia de las variantes patogénicas (71).

La mayoria de casos de DFNA22 presentan HA progresiva de inicio en la juventud, con un
empeoramiento marcado a partir de los 40 afios de edad. Ademas, parece existir una correlacién
genotipo-fenotipo de manera que, si la variante no altera la funcion del dominio motor, la HA es mas
leve y de inicio mas tardio (72). Por otra parte, si la variante es de cambio de sentido, se especula que
podria afectar a la formacion de los homodimeros de miosina VI necesaria para algunas de sus
funciones, de manera que actuaria de forma dominante negativa, dando lugar a mayor impacto
fenotipico (70). En contraste, las variantes patogénicas de splicing o de cambio del marco de lectura
llevarian a nonsense-mediated decay (NMD) de los alelos mutados, resultado en una reduccién o
ausencia de la expresion de proteina. Al parecer, tanto el exceso de proteina como el defecto pueden
causar HA. Sin embargo, las HA causadas por alteraciones cuantitativas en la miosina VI parecen ser
menos severas que la HA resultante de una proteina mutante, que puede actuar de forma dominante

(71).

En la actualidad, se han descrito mds de 80 variantes patogénicas en MYOG6A (48), y la HA AD DFNA22
causada por variantes en este gen constituye una de las principales causas de HA en poblacidn
japonesa, donde se ha descrito en un 2.4% de los pacientes con HA AD (71). Este gen también es de
gran relevancia en poblacion europea, donde en un estudio publicado en Holanda se ha descrito como

principal causa de HA AD, ademas de estar relacionado con HA AR (73).

5.4.3. Gen MYO3A

La miosina llla esta codificada por el gen MYO3A (OMIM*606808). Esta miosina tiene una estructura
Unica que la diferencia de las demas, ya que contiene un dominio quinasa en su extremo N-terminal

gue parece regular su cinética motora.
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En las CC cocleares, la miosina lll se expresa en la punta del estereocilio, por lo que se especula que
estd implicada en el proceso de mecanotransduccion. Ademas, se ha reportado que interactta con la
proteina espina, codificada por el gen ESPN e implicada también en la hipoacusia, y que cuando se
coexpresan producen alargamiento de los estereocilios y regulan entre ambas la longitud de los

mismos (67).

Las variantes patogénicas en el gen MYO3A causan HA no sindromica AR DFNB30 (OMIM#607101).

5.4.4. Gen MYO15A

Las variantes patogénicas en el gen MYO15A causan HA congénita y severa-profunda AR DFNB3
(OMIM#600316), que suele ser de inicio prelingual, severa-profunda y estable (16), aunque algunas

variantes pueden presentarse como fenotipos mas leves.

El gen MYO15A (OMIM*602666) se localiza en el cromosoma 17p11.2. Este gen consta de 66 exones
y codifica la proteina miosina XVa, que se expresa principalmente en el oido interno y en la glandula
pituitaria (69). La miosina XVa se localiza en la punta de los estereocilios e interviene en el
alargamiento, el desarrollo y la disposicion en forma de escalera de los estereocilios y en la

polimerizacién de los filamentos de actina (15).
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Stereocilium

Ankle links
Vigr1/Usherin

Figura 23. llustracion esquemdtica de un estereocilio con las principales proteinas que componen su estructura y la de las
uniones apicales y basales. Modificado de (67).

La miosina XVa presenta tres isoformas codificadas por distintos transcritos: las isoformas 1y 2 se

expresan en el oido interno y la isoforma 3 en la glandula pituitaria (74).

Human MYO15A / mouse Myo15
Isoform 2

1 i~ B

Exon 1 of isoforms 1 and 2 Exon 2 Exon 1 of isoform 3 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 66

Figura 24. Representacion esquemdtica del gen MYO15A con los sitios de inicio de transcripcion que dan lugar a cada una de
las isoformas de la proteina miosina XVa. Modificado de (74).

La transcripcion de las isoformas 1y 2 se inicia en el exdn 1, mientras que la isoforma 3 utiliza un sitio
alternativo de inicio de transcripcion en un exén 1 diferente localizado en el intrén 2. La isoforma 1

contiene un dominio N-terminal codificado por un exdn 2 gigante, un dominio motor, dos motivos 1Q
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y una cola formada por dos dominios MyTH4, dos dominios FERM, un dominio SH3 y un extremo C-
terminal (75). El transcrito que codifica la isoforma 2 no contiene el exén 2 gigante, por lo que dicha

isoforma carece de dominio N-terminal (Figura 25).

Q. MyTH SH3 MyTH
1Q MyTH SH3 MyTH

Figura 25. Isoformas 1y 2 de la proteina miosina XVa y dominios de cada una de ellas. NTE: dominio N-terminal. Modificado
de (69).

La funcién de las isoformas 1y 2 y su expresion a lo largo de la vida son diferentes, de manera que la
isoforma 2 predomina en los estadios iniciales del desarrollo y la elongacion de los estereocilios y
posteriormente es sustituida por la isoforma 1, que es responsable del mantenimiento de los mismos

(76).

Estas diferencias en la funcién de las isoformas 1 y 2 parecen traducirse en una expresion clinica
diferente de las variantes patogénicas en funcién de la isoforma a la que afectan. Se ha postulado que
las variantes patogénicas en la region codificante del dominio N-terminal, que afectan solamente a la
isoforma 1, presentan una HA mas leve con restos de audicidn en bajas frecuencias, mientras que las
variantes patogénicas en dominios que afectan a ambas isoformas presentan HA profunda a todas las
frecuencias (74). Sin embargo, la correlacién genotipo-fenotipo del gen MYO15A parece ser mas
compleja, ya que conforme se describen mas casos de HA relacionados con este gen se observa que
variantes patogénicas en el dominio N-terminal también causan HA congénita severa o profunda y
variantes patogénicas que afectan a otros dominios también causan HA mas leves, y se han descrito

variaciones intrafamiliares entre individuos con la misma variante (75).

Las primeras variantes patogénicas en MYO15A causantes de DFNB3 fueron identificadas hace mas de
20 ainos en dos familias consanguineas de India (77). Sin embargo, el cribado de los 66 exones de este
gen suponia un esfuerzo excesivo y rara vez se estudiaba este gen en familias con HA, por lo que su

contribucidn a la hipoacusia ha estado infravalorada a lo largo de este tiempo hasta la aparicion de la

36



Introduccion

NGS. En la actualidad, las variantes patogénicas en MYO15A son una causa bien conocida de
hipoacusia AR a nivel mundial, siendo la tercera causa mas frecuente de hipoacusia (74). En la
actualidad se han descrito hasta 255 variantes patogénicas en este gen (48). Las variantes descritas en

la bibliografia y su localizacidn se muestran a continuacién en la Figura 26.
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Figura 26. Dominios de la proteina miosina XVa, variantes descritas previamente en la literatura y fenotipos auditivos
relacionados. En azul, variantes asociadas a fenotipos mds leves; en rojo, variantes descritas en asociacion a fenotipos severos
y leves, en marrdn, variantes reportadas sin descripcion del fenotipo. Modificado de Zhang et al. (75).

En Espaia, solo se ha reportado un paciente con HA causada por alteracion del gen MYO15A (34), en
un paciente con HA congénita bilateral DFNB3, que presentaba dos variantes patogénicas, una de ellas
conocida, en el dominio FERM1, y la otra no descrita previamente, en el dominio SH3. Por desgracia,

no se aporta mas informacion sobre el fenotipo de dicho paciente en esa publicacion.

5.5. Genes codificantes de proteinas de adhesion

Las proteinas de adhesidn son un grupo diverso de familias que incluye las integrinas, selectinas,
miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas y las cadherinas. Todas ellas se proyectan hacia
el exterior de la superficie celular, donde facilitan las interacciones y uniones entre células o con la

matriz extracelular (15).
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5.5.1. Gen CDHZ3

Las cadherinas son un subgrupo de la superfamilia de las moléculas de adhesién que promueven las
uniones celulares y dependen de la presencia de iones de calcio para su funcionamiento adecuado. A
lo largo de su estructura molecular, estas proteinas contienen motivos repetitivos de unién a calcio
llamados dominios EC y un motivo citoplasmatico que les permite su conexiéon a la red del

citoesqueleto (15).

La cadherina 23, codificada por el gen CDH23 (OMIM*605516), interactia con la proteina
protocadherina 15 para formar las uniones apicales entre los estereocilios (Figura 27). Estas uniones
estan implicadas en la organizacion de los grupos de los estereocilios y en la apertura de los canales

de mecanotransduccion, por lo que el papel de estas proteinas en la audicién es fundamental (78).
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Figura 27. Representacion esquemdtica de una union apical entre dos estereocilios, formada por las proteinas cadherina-23
y protocadherina-15. Modificado de Pepermans et al. (79).

La hipoacusia por variantes patogénicas en el gen CDH23 se asocia al sindrome de Usher 1D
(OMIM#601067), que se presenta con HA, retinitis pigmentaria y disfuncién vestibular, y a HA no

sindrémica DFNB12 (OMIM#601386), de inicio congénito o prelingual y severa-profunda (16). Sin
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embargo, conforme se van reportando mas casos, se ha observado que algunas variantes patogénicas
se asocian a HA postlingual moderada (78) y que en algunos casos puede incluso asemejarse a la HA

debida a la edad (presbiacusia) (80).

Se han descrito 326 variantes patogénicas en este gen (48). Los estudios genotipo-fenotipo sugieren
gue las variantes patogénicas de cambio de sentido o alteraciones que mantienen el marco de lectura
causan HANS no sindrémica AR, mientras que las variantes patogénicas de truncamiento de proteina
causan sindrome de Usher 1D. Esta correlacidén sin embargo no es absoluta, ya que se han identificado
variantes patogénicas inframe en pacientes Usher. Ninguna variante en CDH23 predomina como causa

de sindrome de Usher 1D o HA no sindromica AR.

La relevancia del gen CDH23 como causa de HA, que hace unos afos no era estudiado debido a su
gran tamafo, es cada vez mayor debido a su alta prevalencia en algunas poblaciones como Japdn,

donde se ha descrito como la tercera causa mas frecuente de HA después de GJB2 y SLC26A4 (80).
5.5.2. Gen PCDH15

El gen PCDH15 (OMIM*605514) codifica otro miembro de la superfamilia de las cadherinas, la
protocadherina 15, que junto con la cadherina 23 forma las uniones apicales entre los estereocilios

(Figura 27).

Al igual que en el caso del gen CDH23, las variantes patogénicas en PCDH15 pueden causar tanto HA
sindréomica (sindrome de Usher 1F, OMIM#602083) como no sindromica (DFNB23, OMIM# 609533)
(15). En general, se considera que las variantes patogénicas de truncamiento producen sindrome de
Usher 1F, mientras que las variantes patogénicas de cambio de sentido son causa de DFNB23 (81). Sin
embargo, la asociacién entre el gen PCDH15 y la HA DFNB23 se considera aun limitada, debido al bajo
numero de variantes reportados y a la falta de informacidn sobre los datos clinicos en varios de los
casos publicados, que no permiten descartar una aparicidn tardia de retinosis pigmentaria en los

pacientes (64).

5.6. Genes codificantes de proteinas de los canales iénicos

En el oido interno, los canales idnicos tienen un papel fundamental en el reciclaje y mantenimiento

de la homeostasis idnica de la endolinfa, que es crucial para la transduccidn auditiva normal. A lo largo
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de los afios se han identificado varios genes, sindrémicos y no sindrémicos, que codifican los canales

idnicos y los transportadores (15).

5.6.1. Gen KCNQ4

El gen KCNQ4 (OMIM*603537) codifica una proteina que forma parte del canal de potasio
dependiente de voltaje. Esta proteina tiene seis dominios transmembrana y un segmento loop que
hace de poro (Figura 28). El canal estda compuesto por 4 unidades de proteina que forman un

homo/heterotetramero (15).
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Figura 28. Estructura de la proteina KCNQ4: seis dominios transmembrana (S1-S6) y el P-loop, y varias de las variantes
patogénicas descritas previamente en la bibliografia. Modificado de Naito et al. (82).

N c.664del18

Las variantes patogénicas en KCNQ4 causan HA no sindromica AD (DFNA2, OMIM#600101) que se
caracteriza por ser de inicio postlingual en la segunda década de la vida, progresiva y de altas
frecuencias (16, 82). Ha sido descrito como uno de los genes causales mds frecuentes de HANS AD

(83).

Variantes patogénicas en el gen KCNQ1 (OMIM*607542), que pertenece a la misma familia, pueden
causar sindrome QT largo (OMIM#192500) y sindrome cardioauditivo de Jervell y Lange-Nielsen
(OMIM#220400) (35).
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Se han descrito 44 variantes patogénicas diferentes (48) en el gen KCNQ4. Se ha propuesto una
relacién genotipo-fenotipo, segln la cual las variantes patogénicas de cambio de sentido causan HA
de inicio en edad joven y que afecta a todas las frecuencias debido a un probable efecto dominante-
negativo mediante el cual la proteina interfiere con la subunidad normal del canal. En el caso de las
variantes patogénicas de pérdida de funcidn, parece que causan un fenotipo mas leve, de inicio mas
tardio y que afecta solamente a frecuencias altas (33). Variantes patogénicas en este gen se han
descrito en el 6,6% de las HA neurosensoriales AD en Japén, siendo la primera causa de HA
neurosensorial AD en ese pais, donde la variante mas prevalente es c.211delC (68% de todas las

variantes patogénicas en KCNQ4) (82).
5.6.2. Gen SLC26A4

El gen SLC26A4 (OMIM*605646) codifica la proteina pendrina, que funciona como transportador de
iones cloruro, yoduro y bicarbonato en las membranas celulares. Se expresa mayoritariamente en

coclea, tiroides y rifidn.

La disfuncién de la pendrina da lugar a un fenotipo variable que va desde el sindrome de Pendred
(OMIM#274600), que se manifiesta con HA y bocio eutiroideo, hasta la HA no sindrémica aislada con
acueducto vestibular alargado DFNB4 (OMIM#600791) (35). Estos fenotipos pueden ser dificiles de
diferenciar, ya que el bocio generalmente no se manifiesta hasta la adolescencia y los individuos

afectos dentro de una misma familia pueden ser discordantes respecto a la enfermedad tiroidea (83).

Las variantes patogénicas en SLC26A4 son la segunda causa mas frecuente de HANS AR (33, 84). Se
han descrito 506 variantes patogénicas diferentes en este gen (48). Las variantes patogénicas
predominantes difieren entre poblaciones, siendo ¢.1246A>C (p.Thr416Pro) y ¢.1001G>A
(p.Gly334Glu) las mds prevalentes en caucasicos, c.2168A>G (p.His723Arg) en japoneses y coreanos,

y €.919-2A>G en chinos de la etnia Han (84).

5.7. Otros genes de relevancia en hipoacusia

5.7.1. Gen OTOF

El gen OTOF (OMIM*603681) se localiza en la citobanda 2p23 y codifica la proteina otoferlina. La
otoferlina pertenece a una familia de proteinas citosdlicas ancladas a la membrana plasmatica que

contienen varios dominios de unién a calcio (dominios C2) e intervienen en la exocitosis de vesiculas
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sindpticas. En el Ol, la expresion de otoferlina es alta en las CCl y menor en las CCE, y es esencial para

la liberacién de neurotransmisores por las CCl (33).

Las variantes patogénicas en el gen OTOF provocan una fusidn defectuosa de las vesiculas sindpticas,
que afecta a la liberacién de glutamato en el espacio sindptico y por tanto a la neurotransmisién (85).
Como consecuencia, las terminaciones del nervio auditivo no se activan o se activan de forma
desincronizada, por lo que, aunque se mantenga cierto grado de audicion residual, la percepcion del
habla esta afectada. Debido a su menor nivel de expresidon en las CCE, la afectacion de estas células es

menor (33).

Las alteraciones en el gen OTOF dan lugar a HA no sindromica AR DFNB9 (OMIM#601071), que puede
presentarse como dos fenotipos diferentes: HA prelingual no sindrémica, generalmente bilateral,
congénita y severa-profunda; y de forma menos frecuente como neuropatia auditiva no sindrémica
sensible a la temperatura (temperature-sensitive nonsyndromic auditory neuropathy, TS-NSAN), que
consiste en audicién normal o hipoacusia leve en condiciones normales y aparicién de HA severa-
profunda en presencia de fiebre. Cuando la fiebre se resuelve, la audicién vuelve a su estado normal

(86).

La hipoacusia DFNB9 se presenta inicialmente con otoemisiones acusticas (OEA) preservadas y
potenciales evocados auditivos del tronco cerebral (PEATC) ausentes, sugiriendo neuropatia auditiva.
Sin embargo, con el tiempo las OAE desaparecen por afectacidn de las CCE y el test electrofisiolégico
es mas consistente con un defecto coclear. La distincion entre neuropatia auditiva y defecto coclear
es importante, ya que los implantes cocleares pueden ser de poco valor para personas con neuropatia

auditiva, pero se ha observado que son efectivos en individuos con HA asociada al gen OTOF (86).

Se han descrito fenotipos de HA de menor grado en sujetos con algunas variantes patogénicas de
cambio de sentido en el gen OTOF, en los que aparentemente la otoferlina mantiene una funcién
residual preservando cierto grado de audicién. Ademas, en el caso de algunos pacientes con variantes
de cambio de sentido se ha descrito una neuropatia auditiva transitoria sensible a temperatura: los
umbrales auditivos son normales o ligeramente elevados cuando estdn afebriles, pero al aumentar su
temperatura corporal aparecen grados variables de HA que puede llegar a ser profunda algunos casos

(85).

Puesto que el nervio auditivo funciona correctamente, los implantes cocleares en los pacientes con
variantes patogénicas en OTOF proporcionan un rendimiento similar al obtenido con otras hipoacusias

cocleares (87), restaurando tanto la sensibilidad auditiva como la percepcidn del habla (81).
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Se han descrito 192 variantes patogénicas causantes de HA en el gen OTOF (48). En poblacién
espanola, la variante mas frecuente es la ¢.2485C>T (p.GIn829*) y supone la tercera causa mas

frecuente de HANS AR prelingual en este grupo (88).
5.7.2. Gen STRC

El gen STRC (OMIM*606440) codifica la estereocilina, una proteina estructural extracelular de gran

tamafio que se encuentra en los estereocilios de las células ciliadas externas (CCE) cocleares.

La estereocilina forma parte de los conectores horizontales superiores localizados entre los
estereocilios, y de las uniones de los estereocilios mas largos a la membrana tectoria (Figura 29).
Ambos elementos son importantes para la adecuada cohesidén y posicionamiento de los estereocilios

en el oido interno (89). La disrupcidn del gen STRC provoca disfuncién de las CCE (90).

Top conneclors
(stereocilin)
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Tip links

(cadherins)\

Top connectors
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Shaft connectors
T (PTPRQ)

L Ankle links
\ / (usherin, VLGR1)

Figura 29. Diferentes uniones presentes en los estereocilios y proteinas implicadas. Las uniones en las que interviene la
proteina estereocilina se representan en amarillo (91).

El gen STRC se localiza en una regién compleja del cromosoma 15 que incluye una duplicacién en
tdandem, dando lugar a un pseudogén (pSTRC) que conserva al 100% la primera mitad de la region
funcional del gen STRC (incluidos exones e intrones). A lo largo de todo el locus, STRC y pSTRC
presentan una homologia del 98.9% y son idénticos en >99% si tenemos en cuenta sélo la regién
codificante (Figura 30) (92). Dicho pseudogén es inactivo debido a la presencia de una variante sin

sentido en el exdn 20; sin embargo, su alta homologia con STRC hace complicado su estudio.
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Figura 30: Imagen esquemdtica del gen STRC y su pseudogén pSTRC, y localizacién de las variantes. Las cajas negras
representan exones con 100% de identidad con pSTRC. Las cajas grises indican exones con pares de bases divergentes. Las
barras grises representan deleciones del gen STRC. Modificado de Mandelker et al. (88).

La arquitectura gendmica de esta regidn, rica en duplicaciones segmentarias por recombinacion
homologa no alélica (en inglés, non-allelic homologous recombination, NAHR), la hace propensa a
grandes deleciones y/o duplicaciones también conocidas como alteraciones en el nimero de copias
(en inglés, copy number variations, CNV) en los genes que se localizan en ella. Por tanto, su estudio
requiere una aproximacién combinada capaz de detectar los grandes reordenamientos y las variantes

puntuales y que evite las interferencias técnicas que genera el pseudogén.

Las deleciones y variantes patogénicas bialélicas en el gen STRC causan HA autosdmica recesiva
DFNB16 (OMIM#603720), que suele ser leve-moderada, de inicio prelingual y lentamente progresiva,
sin llegar nunca a HA completa (93). Ademas de las grandes deleciones, se han descrito 42 variantes
puntuales patogénicas en este gen (48). En un estudio reciente sobre la relacién genotipo-fenotipo de
las alteraciones en STRC se ha observado que, en los pacientes con variantes patogénicas en
heterocigosis compuesta (delecién y variante puntual en trans), existen diferencias audioldgicas en
funcion de la naturaleza de esta variante: si la variante es de cambio de sentido causa una HA mds
leve de inicio tardio, mientras que si provoca el truncamiento prematuro de la proteina el inicio es
precoz y la HA moderada. Ademas, los pacientes con variantes patogénicas sin sentido tienen HA en
todas las frecuencias, mientras que en los pacientes con una variante de cambio de sentido las

frecuencias afectadas son principalmente las del rango del habla (90).
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Debido a la complejidad de su andlisis, la prevalencia de HA causada por el gen STRC ha sido
desconocida durante mucho tiempo. Sin embargo, varios estudios recientes han demostrado que las
alteraciones del gen STRC son causa frecuente de HANS de herencia AR. Las alteraciones patogénicas
bialélicas en este gen son responsables del 6% y 5,5% de las HANS en Alemania y la Republica Checa
respectivamente (94, 95), el 2% de pacientes con HA hereditaria (sindromica y no sindromica) de
Holanda (69) y el 4% de pacientes con HA de Francia (96). El 4,3% de las HANS leve moderadas en
poblaciéon japonesa se han atribuido a deleciones homocigotas en este gen (97). Entre un estudio con
1.119 pacientes de distintas etnias realizado en Estados Unidos se observd que en la poblacion
caucasica la frecuencia de HA por STRC era similar a la relacionada con GJB2 (21% y 20%,
respectivamente), y lo mismo ocurria en poblacién hispana (16% y 14%) (98). En el caso de la poblacién
espanola, aunque la informacién disponible muestra la misma tendencia, es escasa, con una sola
publicacidn cientifica al respecto donde se describe el gen STRC entre las causas frecuentes de HANS
(2/50 pacientes con HANS severa-profunda no causada por GJB2/GJB6, OTOF ni MT-RNR1), después
de ACTG1y USH2A (34).

Respecto a la frecuencia de portadores heterocigotos de deleciones de STRC en poblacién general, en
un estudio realizado mediante el cribado de deleciones en STRC en controles sanos y la revisién de los
datos publicos disponibles sobre CNV, estimaron una frecuencia de portadores en heterocigosis de la
delecidon de aproximadamente un 1,6% (89). Otros autores describen frecuencias de portadores
similares o mayores, como es el caso de Japdn, con un 2,6% (93)(99). No existe bibliografia sobre la

frecuencia de portadores en poblacién espafola.

5.7.3. Gen COCH

El gen COCH (en inglés, coagulation factor C homology, OMIM*603196) se localiza en el cromosoma
14q12-13 y codifica para la proteina cochlina. Contiene 12 exones y esta estructuralmente organizado
en un péptido sefial corto SP, un dominio N-terminal de homologia al factor C (FCH, también conocido

como LCCL) y dos dominios von Willebrand factor A-like (VWFA-1y 2) (100) (Figura 31).
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Figura 31. Representacion esquemdtica de los dominios de la proteina cochlina: un péptido sefial N-terminal, un dominio
LCCL, dos dominios vVWFA y fod fominiod ivfl, y varias de las variantes reportadas. C= residuo de cisteina. Modificado de Bae
etal. (101).

Las variantes patogénicas en el gen COCH son causa de HA no sindrémica AD DFNA9 (OMIM#601369),
que suele ser de inicio tardio (desde 22 a 42 década de la vida) y progresiva, con grados variables de
disfuncién vestibular (97). Sin embargo, se han descrito fenotipos diferentes, como es el caso de una
variante localizada en el dominio VWFAL1 que segregaba de forma AD en una familia china, con
aparicién a menor edad de la habitual (17 afios) (102), y el caso descrito por JanssensdeVarebeke et
al. (96), donde identifican una variante sin sentido en homocigosis en una familia con HA AR,
congénita, moderada y con disfuncidn vestibular. Las variantes patogénicas AD en este gen suelen ser
de cambio de sentido con un efecto presumiblemente dominante-negativo o de ganancia de funcién,
gue causa deterioro vestibular e HA de inicio tardio. En el caso de la herencia AR reportada, la variante
genera un codén de parada prematuro que hace al ARNm susceptible de nonsense-mediated decay

(NMD) (96).

Se han descrito 31 variantes patogénicas en el gen COCH (48).

5.7.4. Gen TMPRSS3

El gen TMPRSS3 (transmembrane protease, serine 3, OMIM*605511) se localiza en la regidn
cromosOmica 21g22.3. Este gen codifica la proteina TMPRSS3, una serinproteasa formada por un
dominio transmembrana, un dominio A receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLRA), un
dominio receptor scavenger rico en cisteina (SRCR) y un dominio serinproteasa C-terminal (Figura 32).
Esta proteina juega un papel fundamental en el mantenimiento de una concentracion baja de iones
sodio en la endolinfa del oido interno mediante la activacion de los canales de sodio ENaC, que estan

regulados por actividad serinproteasa (103).
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Figura 32. Representacion esquemdtica de la proteina TMPRSS3 y localizacion de algunas variantes patogénicas publicadas.
Modificado de Ganapathy et al. (104).

Las variantes patogénicas en el gen TMPRSS3 producen HA no sindromica AR 8/10 (DFNBS8/10,
OMIM#601072), que puede dar lugar a dos fenotipos diferentes: HA de inicio prelingual DFNB10, o la
forma postlingual con inicio tardio, como es el caso de DFNB8 (105). La hipoacusia puede ser leve o
severa, dependiendo de la naturaleza de las variantes implicadas y de los dominios a los que éstas
afectan (99), probablemente debido a la diferente influencia de las variantes patogénicas en su
actividad proteasa. Se ha propuesto que variantes patogénicas en los dominios SRCR y LDLRA afectan
al plegamiento del dominio catalitico o alteran el reconocimiento y la unién del sustrato a la proteasa
(99). Las heterocigosis compuestas de una variante leve y una severa causan HA postlingual DFNBS,
mientras que la combinacién de dos variantes patogénicas severas da lugar a una HA profunda con
inicio prelingual (DFNB10). Aparentemente, se puede predecir el genotipo en base a la posicién o la

naturaleza de truncamiento/no truncamiento de la variante (99).

Se han reportado 84 variantes causantes de HA en este gen (48). La prevalencia de HA por variantes
patogénicas en TMPRSS3 es de aproximadamente 1.8% en poblacién paquistani, del 5% en turcos con
HA AR profunda, 2.5% en un estudio sobre HANS AR en Corea y 4.6% de pacientes chinos con HANS
AR negativos para GJB2 y SLC26A4.

5.7.5. Gen TM(1

El gen TMC1 (transmembrane channel-like protein 1, OMIM*606706) se localiza en la region
cromosomica 9g21.13 y codifica la proteina integral de membrana TMCL1. Esta proteina, junto con la
proteina TMC2, forma parte de los canales de mecanotransduccién de las CC del oido interno,

contribuyendo a su permeabilidad (106) (Figura 33).
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Figura 33. Proteinas TMC1/2 en la transduccion auditiva. Modificado de Jia et al. (107).

Las alteraciones en el gen TMCI causan HA no sindromica autosémica recesiva 7/11 (DFNB7,
OMIM#600974), que suele ser profunda y congénita o prelingual, o HA no sindrémica autosdmica
dominante 36 (DFNA36, OMIM#606705), menos frecuente, generalmente progresiva y de inicio mas

tardio.

En la actualidad, se han descrito mas de 100 variantes patogénicas causantes de HA en este gen segln
HGMD (48), la mayoria de ellas de truncamiento de proteina y algunas de cambio de sentido. Las
variantes patogénicas de pérdida de funcidn causan HA de herencia AR y en casi todos los casos se
expresan con un fenotipo similar, caracterizado por HA prelingual o congénita severa-profunda. Las
variantes patogénicas de cambio de sentido causan HA AD DFNA36, aunque son poco frecuentes y se
asocian a HA progresiva de inicio tardio. Se han descrito unas pocas variantes patogénicas de cambio

de sentido en familias norteamericanas y japonesas (46).

Su prevalencia varia en funcidn de la etnia, pero ha sido descrita como una de las causas mas
frecuentes de HANS AR en familias consanguineas (33) y es causa frecuente de HA en paises como

Turquia, Paquistdn, Suddn, Tlnez, Irdn e India (46).

5.7.6. Gen TECTA

El gen TECTA (OMIM*602574) se localiza en la regidon cromosémica 11g23 y codifica para a-tectorina,
uno de los principales componentes no colagenosos de la membrana tectoria del oido interno. Los
modelos de ratdn con HA por variantes patogénicas en TECTA presentan deformacion de la membrana
tectoria, aunque el mecanismo exacto mediante el cual estas variantes patogénicas causan HA no se

conoce todavia (108).
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Estructuralmente, la a-tectorina es una glicoproteina modular de gran tamafio que sufre modificacion
postraduccional para dar lugar a tres fragmentos covalentemente unidos por puentes disulfuro: el
dominio entactina (ENT), la regién zonadhesina (ZA), el dominio C-terminal zona pellucida (ZP), y tres

dominios tripsin inhibidor-like ricos en cisteina (TIL) (109) (Figura 34).
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Figura 34. Dominios de la proteina a-tectorina y correlacion genotipo-fenotipo de las variantes patogénicas descritas por
Yamamoto et al. (104). Las flechas negras indican fenotipos establecidos y las flechas discontinuas representan fenotipos
propuestos. Los triadngulos indican las posiciones de las variantes VSl encontradas en dicho estudio.

Las variantes patogénicas de cambio de aminoacido en el gen TECTA causan HA no sindrémica AD
(DFNA8/12, OMIM#601543), mientras que las variantes patogénicas que generan codones de parada
prematuros causan HA no sindrémica AR (DFNB21, OMIM#603629).

El perfil audioldgico asociado con la DFNA8/12 depende del dominio y el residuo afectado. Si la
variante afecta a los residuos de cisteina, la HA es progresiva; si afecta a otros residuos, la HA es
estable. Los fenotipos establecidos indican que las variantes patogénicas de cambio de sentido en el
dominio ZP causan HA de frecuencias medias, mientras que las de cambio de sentido en la regién ZA
causan HA de frecuencias altas, aunque este Ultimo aspecto no ha sido confirmado en un estudio

reciente en poblacion japonesa (110).
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Figura 35. Audiograma caracteristico de HA relacionada con el gen TECTA: HA en frecuencias medias, también llamado “en
forma de U” o “cookie-bite”. Modificado de https://www.slideserve.com/skyla/personalized-medicine-of-deafness.

La frecuencia de HA causada por variantes patogénicas en TECTA en Espaia es del 4% de las HA AD
(109), 3-5% de las HA AD en Estados Unidos (94), y en poblacién japonesa ha sido descrita como la
segunda causa mas importante de HA neurosensorial AD, después del gen KCNQ4 (110). A dia de hoy,
se han descrito mas de 100 variantes patogénicas causantes de HA en este gen (48), la mayoria de

cambio de sentido y asociadas a HA AD.

5.7.7. Gen WFS1

El gen WFS1 (OMIM*606201) codifica una glicoproteina de 890 aminoacidos llamada wolframina,
localizada predominantemente en el reticulo endoplasmatico, que se cree que participa en la

regulacion de la homeostasis del calcio en la célula.

Las variantes patogénicas en WFS1 pueden causar HA sindromica AR (sindrome de Wolfram,
OMIM#222300), también conocido como DIDMOAD (en inglés, diabetes insipidus, diabetes mellitus,
optic atrophy and deafness), sindrome Wolfram-like AD (diabetes mellitus de inicio en adulto, HA
progresiva de frecuencias bajas y moderadas de inicio en la primera década de la vida, y atrofia dptica
de inicio juvenil, OMIM#614296), o HA no sindromica AD DFNA6/14/38 (OMIM#600965), de
frecuencias bajas. Ademds, este gen parece también estar implicado en la susceptibilidad a diabetes
mellitus y posiblemente a alteraciones psiquiatricas, aunque su papel exacto en estas enfermedades

debe aun ser determinado (33).
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La HA AD de frecuencias bajas por WFS1 es poco frecuente pero claramente diferenciable, afectando
s6lo a frecuencias bajas (2000 Hz) y con audicién normal en frecuencias altas (Figura 36). Con la edad,
la audicion en frecuencias altas se pierde y el perfil audioldgico se aplana (33). El sindrome de Wolfram
se caracteriza por diabetes mellitus, discapacidad intelectual, atrofia éptica e HA a altas o a todas las

frecuencias con distintos grados de severidad desde leve a profunda (111).
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Figura 36. Audiograma caracteristico de HA relacionada con el gen WFS1: HA de frecuencias bajas. Modificado de
https://www.slideserve.com/skyla/personalized-medicine-of-deafness.

Se han identificado 375 variantes patogénicas en el gen WFS1 (48). Como regla general, las variantes
patogénicas AD asociadas a la forma no sindrémica suelen ser variantes de cambio de sentido y se han
encontrado casi siempre en el dominio C-terminal; mientras que las variantes sindrémicas AR
causantes de sindrome de Wolfram suelen ser de truncamiento, son numerosas y se distribuyen a lo
largo de todo el gen. En familias con HA de frecuencias bajas, se encuentran variantes patogénicas en
WFS1 en el 30-80% de los pedigris, dependiendo de si las familias han sido seleccionadas por analisis
de ligamiento previo al andlisis de variantes en WFS1. Dos variantes patogénicas parecen ocurrir de
forma recurrente en algunas poblaciones especificas: c.424 426ins16 en poblacién espafiola y
c.1362_1377del16 en la italiana (33). Ademas, algunas variantes patogénicas como la c.2146G>A han
sido descritas asociadas a HA en varias familias independientes y racialmente diferentes, lo que

sugiere que puede ser un hot spot mutacional (111).
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5.7.8. Gen POU3F4

El gen POU3F4 (OMIM*300039) codifica el factor de transcripcion POU domain class 3 transcription

factor 4, que juega un papel fundamental en la diferenciacidn neuronal (112).

Los pacientes con variantes patogénicas en POU3F4 presentan DFNX2 (OMIM#304400), que se
caracteriza por HA de herencia ligada al cromosoma X, severa-profunda bilateral, ocasionalmente con
un componente conductivo y de edad de inicio variable (112). Ademas, a menudo presentan también
anomalias del hueso temporal y fijacién del estribo. El componente de HA conductiva, que puede estar
presente o no, es debido a la fijacién del estribo de la cadena osicular. En pacientes con este tipo de
anomalias se puede dar pérdida de perilinfa durante la cirugia del oido interno, que resulta en una
pérdida de audicién inmediata junto con vértigo y tinnitus. Por tanto, la evaluacion previa a la cirugia
del estribo o al implante coclear es imprescindible. Una vez tenido en cuenta ese aspecto, el implante
coclear en pacientes con DFNX2 puede ser llevado a cabo de forma segura y con buen resultado final

(113).

La hipoacusia DFNX2 es la hipoacusia ligada al cromosoma X mas frecuente en humanos, suponiendo
casi un 50% de las HA no sindrémicas ligadas al cromosoma X. Varios estudios han reportado que

algunas mujeres portadoras de variantes patogénicas en POU3F4 también pueden presentar HA (113).

A dia de hoy, se han descrito 87 variantes patogénicas en POU3F4, de las cuales 18 son grandes
reordenamientos (deleciones, inversiones y duplicaciones) en la regién 5° del gen (48) que contiene

elementos potencialmente reguladores del mismo (112).

5.7.9. Genes mitocondriales

El ADN mitocondrial humano es una molécula circular de doble cadena que codifica 13 subunidades

de proteinas, 2 ARN ribosémicos (ARNr) y 22 ARN de transferencia (ARNt).

El gen que codifica el RNA ribosdmico mitocondrial 12S (MT-RNR1, OMIM*561000) se encuentra en
el DNA mitocondrial, entre los nucléotidos 648 y 1601 del mismo. El gen MT-TS1 (OMIM*590080)
codifica el RNA de transferencia para el aminodcido serina (tRNA-Ser) y se localiza entre los

nucledtidos 7445 y 7516 del DNA mitocondrial.

Las variantes patogénicas en estos genes causan HA mitocondrial no sindrédmica, que se caracteriza
por HA neurosensorial de inicio y severidad variables. Las variantes patogénicas en MT-RNR1 se

asocian a predisposicién a ototoxicidad por aminoglucdsicos independiente de dosis y/o HA de inicio
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tardio. Las variantes en MT-TS1 causan generalmente HA no sindromica de inicio en la infancia,

aunque en algunas familias se ha descrito también la presencia de keratoderma palmoplantar (114).

La variante m.1555A>G en el gen MT-RNR1 es causa de HA no sindromica asociada a tratamiento con
aminoglucésidos, que puede ser instantanea y es independiente de dosis; generalmente es bilateral,
moderada-profunda e irreversible. Sin embargo, también puede causar HA no sindromica
mitocondrial sin exposicién previa a aminoglucésidos, debido probablemente a la presencia de otros
factores genéticos y/o ambientales adicionales. En este caso, se suele preservar la audicién normal
hasta la edad adulta (115). En los casos de heteroplasmia, la proporcién de la variante generalmente
se correlaciona con el grado de HA. La variante m.1494C>T en el mismo gen también ha sido descrita

como causa de HA por exposicién a aminoglucésidos.

Las variantes patogénicas mitocondriales estan presentes en menos del 1% de los nifios con HA
prelingual, pero son mas frecuentes a edades mas tardias. En la poblacién caucasica, al menos el 5%
de la HA postlingual no sindrémica estd causada por variantes patogénicas en DNA, representando la
causa mas frecuente de HA después de la variante c.35delG en el gen GJB2 (116). En otras poblaciones
como la china o la espaiiola esta frecuencia puede ser incluso mayor, habiéndose descrito en Espaia

una prevalencia de la variante m.1555A>G de hasta el 25% (117).

Segun estudios mas recientes, las variantes patogénicas mitocondriales mas frecuentes causantes de
HA no sindrémica son m.1555A>G en el gen MT-RNR1 y la variante m.3243A>G en el gen MT-TL1. La
variante m.1555A>G se asocia a HA no sindrémica y a ototoxicidad por aminoglucdsidos, mientras que
la m.3243A>G se asocia a MELAS (encefalomiopatia, acidosis lactica y episodios stroke-like), al
sindrome de diabetes e HA de herencia materna (MIDD) y a oftalmoplejia crénica progresiva externa
(CPEQ). Ademas, varias variantes patogénicas mas se han asociado a HA no sindrémica, como por
ejemplo m.1494C>T en el gen MT-RNR1, m.7445A>G, c.7472insC y m.7511T>C en el gen MT-TS1,

aungue ocurren con menos frecuencia (118).

5.7.10. Gen BSND

El gen BSND (OMIM*606412) se localiza en la citobanda 1p32 y codifica la proteina barttina, una
subunidad accesoria de los canales de cloruro CLC-K, que se expresan predominantemente en el rifién
y en el oido interno (Ol) y son esenciales para la reabsorcion de cloruro sddico en el asa de Henle y
para la secrecidn de potasio en el Ol. La barttina se une a CLC-K y mejora su estabilidad, estimula su
salida desde el reticulo endopldsmico y su insercién en la membrana plasmatica, y es esencial para su

activacion (119, 120).
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Las variantes patogénicas bialélicas en BSND pueden causar HA no sindromica AR (DFNB73) o

sindrome de Bartter tipo IV (AR), caracterizado por nefropatia con pérdida de sal e HA (121) (16).

En la actualidad se han descrito 20 variantes patogénicas en este gen (48), con un Unico caso publicado

en Espafia (34).
5.7.11. Gen LOXHD1

El gen LOXHD1 (Lipoxygenase Homology Domain-containing 1, OMIM*613072) se localiza en la region
cromosomica 18qg21.1. Este gen codifica una proteina formada por 15 dominios PLAT
(policistina/lipooxigenasa/alfa-toxina) expresada en la membrana de los estereocilios maduros que

juega un papel importante en el mantenimiento de la funcién de las células ciliadas cocleares.

Estudios en ratones modificados samba han demostrado que el desarrollo de los estereocilios no se

ve afectado, pero la funcidn de las células ciliadas esta dafiada y finalmente degeneran (Grillet, 2009).

Las variantes patogénicas bialélicas en el gen LOXHD1 causan HA AR DFNB77 (DFNB77), que
tipicamente es de inicio postlingual, moderada-profunda y progresiva (16), con mayor afectacion de
frecuencias medias-altas durante la infancia. Sin embargo, también se han reportado casos de HA

profunda congénita no progresiva (122) (Edvardson, 2011).

6. Priorizacion de genes en los estudios genéticos de hipoacusia

Con los avances en la tecnologia de secuenciacion gendmica, el nimero de relaciones gen-enfermedad
descritos ha aumentado rapidamente en los ultimos afios. El afio 2010 fue crucial en la investigacidn
de la HA, ya que aparecieron los primeros logros en la identificacion de nuevos genes de forma rapida
mediante las tecnologias de NGS de alto rendimiento. Estas tecnologias han sido utilizadas para
cribados a gran escala coste-efectivos de una variedad de genes y regiones de interés, que van desde

pequefios paneles de genes hasta genomas completos (123).

Sin embargo, las evidencias que apoyan esas asociaciones gen-enfermedad varian ampliamente,
complicando la evaluacion de las variantes patogénicas en un entorno clinico (123) y convirtiendo la
interpretacion de las variantes en el principal cuello de botella del diagnéstico genético (124). Ademas,
el impacto clinico de variantes encontradas en genes que no tienen un papel claro en la enfermedad

es dificil de valorar y podria traer como consecuencia diagndsticos incorrectos, falta de evaluaciones
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necesarias y/o el manejo incorrecto del paciente y su familia. Este escenario resalta la necesidad de
un método estandarizado para evaluar las evidencias que implican a un gen en una enfermedad y por

tanto determinen la validez clinica de esa asociacion (123).

Ante este escenario, se han desarrollado distintas iniciativas internacionales como ClinGen vy

PanelApp, que se resumen a continuacidn.

El Clinical Genome Resource (ClinGen) (61) es un recurso creado por el National Institutes of Health
(NIH) de Estados Unidos para definir y evaluar la validez clinica de esas relaciones gen-enfermedad a
lo largo de una variedad de enfermedades Mendelianas. ClinGen se basa en un método sistematico
de revisidn y evaluacidn de las evidencias por diversos grupos de expertos a nivel internacional, y
proporciona una medida semicuantitativa que después se correlaciona con una clasificacion
cualitativa: Definitiva, Fuerte, Moderada, Limitada, Sin evidencia reportada o Evidencia conflictiva.
Este sistema basado en evidencias facilitard el uso mas informado de las variantes gendmicas en los

entornos clinico y de investigacion (123).

Estas clasificaciones de validez clinica gen-enfermedad resultan muy utiles para los laboratorios
clinicos en el momento de decidir qué genes incluir en los paneles dirigidos a enfermedades, o para
decidir cémo categorizar, priorizar y emitir resultados de secuenciacion de exoma/genoma. Pueden
decidir, por ejemplo, no modificar el manejo clinico en base a variantes con validez clinica limitada.
Ademas, los investigadores pueden utilizar también esta herramienta para evaluar la validez clinica de
sus propias asociaciones recientemente descubiertas e identificar genes prometedores para futuros
trabajos con el fin de aumentar la evidencia disponible y obtener una clasificacién Fuerte o Definitiva.
Ademas, estas evaluaciones de validez clinica pueden ser Utiles para las sociedades profesionales a la
hora de hacer recomendaciones o guias para diagndsticos genéticos clinicos. Por ultimo,

proporcionara unos fuertes cimientos para la medicina gendémica (123).

Panel App (62) es una base de conocimiento de acceso publico basada en paneles virtuales de genes,
revisados y evaluados por la comunidad cientifica internacional. Esta herramienta fue desarrollada
por Genomics England (UK Department of Health and Social Care) dentro del Proyecto 100.000
Genomas, cuyo objetivo es secuenciar e interpretar los genomas completos de 100.000 de pacientes
con enfermedades raras y sus familias y de pacientes con céncer, dentro del National Health Service

England (NHSE) (125).

El objetivo principal de PanelApp es utilizar la experiencia y el conocimiento existente para establecer

un panel diagndstico de genes para cada enfermedad aplicable a la interpretacion de los resultados
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del Proyecto 100.000 Genomas, y promover la estandarizacion de paneles de genes en el Reino Unido
y a nivel internacional. El contenido de PanelApp estd disponible publicamente, lo que permite que
los paneles de genes sean consultados, revisados y/o descargados a través de la web y son aptos para
lainclusién en un algoritmo bioinformatico automatizado para analisis genémico. Los paneles virtuales
se aplican para analisis de genoma de los participantes del 100.000 Genomes Project, y PanelApp

formara el repositorio de paneles de genes en el NHS Genomics Medicine Service.

Cada gen, una vez evaluada su relacién con de una determinada enfermedad, recibe una categoria de

color (125), que se resume de la siguiente manera (Figura 37):

1) Gen verde: las variantes potencialmente causantes de enfermedad dentro de un gen verde
han sido identificadas en 23 casos o familias no relacionadas entre si que presentan el fenotipo
o la enfermedad, o en 2-3 familias no relacionadas donde hay datos funcionales adicionales.
Por tanto, la evidencia para esa asociacion gen-enfermedad es alta.

2) Gen dmbar: la evidencia para esa asociacidon gen-enfermedad es moderada y no llega a las
evidencias necesarias para el nivel verde.

3) Genrojo: la evidencia disponible para la asociacion gen-enfermedad es insuficiente, por lo que

no esta indicado incluirlo en paneles clinicos (Figura 25).

Stop: insufficient evidence for this
gene—disease association or
not suitable for the clinical indication
of the panel; this gene should
not be used for genome interpretation.

moderate evidence for this
gene—disease association;
this gene should not be used
for genome interpretation yet.

Go: high level of evidence for this
gene—disease association;
this gene can be used for
genome interpretation.

Figura 37. Sistema de semdforo utilizado por PanelApp para el nivel de evidencia. Modificado de Martin et al. (125).

Las guias de PanelApp para que un gen sea clasificado como verde se basan en las guias existentes en
los proyectos ClinGen y Deciphering Developmental Disorders

(https://decipher.sanger.ac.uk/ddd#ddgenes).
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En el campo de la hipoacusia, existen varios grupos de expertos que se dedican a recopilar la
informacién publicada sobre los genes y/o las variantes descritas relacionadas con esta patologia, para
posteriormente compartirla en paginas web de acceso gratuito de Internet. Aunque no todas las
variantes y los genes incluidos en estas bases de datos presentan el mismo nivel de evidencia, esta
informacién sirve como guia para orientarse a la hora de definir un panel de genes util para el
diagndstico genético de la hipoacusia a nivel clinico. Ademas, estos expertos han creado en
colaboracién con ClinGen unas nuevas especificaciones para la clasificaciéon de las variantes de

hipoacusia, en base a los criterios previamente definidos por la ACMG (27).

Algunos de estos grupos de expertos y bases de datos de hipoacusia hereditaria son los siguientes:

e Hereditary Hearing Loss Homepage (HHL) (https://hereditaryhearingloss.org/): pagina web

creada y mantenida mediante la colaboracidn entre la Universidad de lowa (Estados Unidos)
y la Universidad de Amberes (Bélgica), cuyo objetivo es proporcionar una revision actualizada
de la genética de la HA hereditaria para investigadores y clinicos que trabajan en esta area.
Esta pagina proporciona informacidn sobre todos los genes y locus conocidos que han sido
asociados HA no sindrémica monogénica en la bibliografia, y se actualiza mensualmente.

e Deafness Variation Database (DVD) (http://deafnessvariationdatabase.org/): base de datos

creada por el Molecular Otolaryngology & Renal Research Laboratories (MORL) de la
Universidad de lowa, que incluye todas las variantes identificadas por este laboratorio en los
pacientes estudiados mediante su panel OtoSCOPE®, que incluye 152 genes para el cribado
genético de HA. Cada variante detectada es revisada y clasificada por expertos en HA del
MORL y las evidencias disponibles y su clasificacidn son descritas brevemente y referenciadas
en la base de datos DVD.

e The Connexin-deafness homepage (http://perelman.crg.es/deafness/): pagina web editaday

mantenida por el Centro de Regulacién Gendmica (https://www.crg.eu/) (Barcelona, Espafia)

gue compila las variantes patogénicas y polimadrficas descritas en los genes codificantes de

conexinas asociadas a hipoacusia.

Toda esta informacidn debe ser revisada y valorada con el fin de definir los genes mas interesantes a
incluir en un estudio genético de hipoacusia, en funcidn de si el objetivo buscado es diagnéstico o
investigacion, valorando las ventajas e inconvenientes que conlleva incluir genes con mas o menos

evidencias sobre su relacién con la causa de hipoacusia.
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7.Caracteristicas genéticas de la poblacion vasca

La poblacion vasca constituye un grupo peculiar dentro de poblacion europea debido a
particularidades geograficas, culturales y de idioma, que a lo largo de la historia la han llevado a
mezclarse en menor grado con otras poblaciones y a diferenciarse genéticamente en algunos aspectos

(126).

Aunque la poblacién actual del Pais Vasco tiene una significativa contribucién de otras poblaciones
debido a la inmigracidn a partir de inicios del siglo XX, sigue enriquecida en poblacién ancestral vasca,

sobre todo en las regiones de Vizcaya y Guipuzcoa.

Esto hace que observemos en esta poblacion distribuciones atipicas de grupos sanguineos, del sistema
HLA u otros marcadores genéticos (126), asi como de enfermedades hereditarias o variantes
patogénicas (127), probablemente como consecuencia del efecto fundador y de la seleccién positiva

0 negativa.

Sin embargo, no se han encontrado en la literatura estudios sobre las caracteristicas genéticas de la

hipoacusia en la poblacion vasca.
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Hipdtesis y Objetivos

Hipotesis

La hipoacusia es la alteracidon sensorial mas frecuente en los paises desarrollados, con una prevalencia
de hasta 2 a 4 casos por 1000 recién nacidos, y en mas de la mitad de los casos la etiologia es genética
(Smith, 2005). La identificacién de la alteracion molecular responsable es esencial para proporcionar
un adecuado consejo genético, estimar el riesgo de recurrencia, conocer el prondstico y valorar las

opciones terapéuticas.

El diagndstico genético de la hipoacusia no sindrémica supone un gran reto debido a su gran
heterogeneidad de locus, con mas de 100 genes identificados hasta la actualidad (32) y muchos aun
por descubrir, lo que hace necesario combinar distintas aproximaciones para su diagndstico. La
revolucion de la genética en los Ultimos afios gracias al desarrollo de la tecnologia de secuenciacion
masiva (Next Generation Sequencing, NGS) ha supuesto un gran avance tanto en la investigacion de
esta patologia como en su diagndstico; sin embargo, la tasa diagndstica media sigue siendo de un 40%

(128).

Por otra parte, la poblacién vasca constituye un grupo peculiar dentro de poblacién europea debido a
particularidades geograficas, culturales y de idioma, que a lo largo de la historia la han llevado a
mezclarse en menor grado con otras poblaciones y a diferenciarse genéticamente en algunos aspectos
(126). Aunque la poblacidn actual del Pais Vasco tiene una significativa contribucidon de otras
poblaciones debido a la inmigracion a partir de inicios del siglo XX, sigue enriquecida en poblaciéon
ancestral vasca, sobre todo en las regiones de Vizcaya y Guipuzcoa. No existen estudios previos de
caracterizacién genética de la hipoacusia en poblacion vasca. Teniendo en cuenta que esta poblacion
presenta caracteristicas genéticas diferenciadas en algunas patologias (126, 127), podemos esperar

gue la hipoacusia sea una de ellas.

Por tanto, en este trabajo nos planteamos la siguiente hipotesis:

La gran heterogeneidad genética de la hipoacusia no sindrémica hace que el rendimiento diagndstico
actual no supere el 50%, por lo que existe alin un gran nimero de genes por descubrir. Por otro lado,
la poblacién vasca se plantea como un particular escenario que por sus caracteristicas intrinsecas
puede presentar un espectro mutacional de hipoacusia diferente al observado en otras poblaciones.
El analisis del exoma clinico puede ser una herramienta muy util para aumentar la tasa diagndstica de

esta patologia genética y ademas permitira la identificacion de nuevas variantes patogénicas y/o
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Hipotesis y Objetivos

genes causales de hipoacusia no descritos previamente, asi como nuevas evidencias a favor o en
contra de la patogenicidad de genes ya conocidos. Ademds, se podrian encontrar variantes
patogénicas recurrentes en la poblaciéon vasca que nos permitan definir nuevas correlaciones

genotipo-fenotipo.

Objetivo general

Teniendo en cuenta la hipdtesis principal de este estudio, el objetivo general es caracterizar la
etiologia genética de la hipoacusia no sindromica en una cohorte de pacientes del Pais Vasco,
describiendo en esta poblacion el espectro mutacional de genes causales ya conocidos e identificando

otros no descritos previamente, asi y como definir correlaciones genotipo-fenotipo.

Objetivos secundarios

Para la consecucidn del objetivo general definido se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Describir el espectro mutacional de los genes conocidos asociados a hipoacusia no sindrémica

y su prevalencia en una cohorte de pacientes residentes en el Pais Vasco.

2. Proporcionar evidencias adicionales a favor o en contra de la asociacién a hipoacusia de genes

con evidencia insuficiente o discordante.

3. Detectar nuevas variantes patogénicas no descritas previamente en genes conocidos de

hipoacusia.
4. Identificar nuevos genes potencialmente asociados a hipoacusia.

5. Identificar variantes patogénicas recurrentes en esta poblacion y correlacionarlas con su

fenotipo.
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1. Seleccidn de pacientes y controles

Los pacientes incluidos en este estudio fueron identificados en la Unidad de Genética del Hospital
Universitario Donostia (Servicio Vasco de Salud — Osakidetza) durante el periodo 2014-2018. Dichos
pacientes fueron remitidos desde los servicios de Otorrinolaringologia (ORL) de distintos centros de la
Comunidad Auténoma del Pais Vasco (CAPV), como el Hospital Universitario de Basurto, el Hospital
Universitario de Cruces, el Hospital Universitario Araba, y el propio Hospital Universitario Donostia,

todos integrantes del Servicio Vasco de Salud — Osakidetza.

Criterios de inclusion

Se incluyeron en este estudio aquellos pacientes que cumplen todos los siguientes criterios:

- Hipoacusia no sindréomica
- Hipoacusia congénita o de inicio pedidatrico (<18 afos de edad)

- Hipoacusia bilateral, o hipoacusia unilateral con antecedentes familiares de hipoacusia

Todos los pacientes seleccionados pertenecian a familias no emparentadas entre si y se obtuvo el
consentimiento informado firmado del paciente o sus progenitores o tutores legales para su estudio

genético y de investigacion.

Criterios de exclusion

Se excluyeron los pacientes que presentaron alguno de los siguientes criterios:

- otras causas posibles de hipoacusia (e.g. infeccion congénita por citomegalovirus (CMV),
antecedentes de meningitis, traumatismos acusticos, etc.)
- hipoacusia sindrémica

- pacientes emparentados con otro paciente ya seleccionado

Para determinar la frecuencia de portadores sanos con deleciones del gen STRC en heterocigosis sobre
la poblacién general se seleccionaron aleatoriamente las muestras de 200 pacientes remitidos a la
Unidad de Genética del Hospital Universitario Donostia para estudios genéticos no relacionados con

hipoacusia.

Caracteristicas de los pacientes

La valoracién clinica de los pacientes fue llevada a cabo por los Servicios de ORL de cada centro

solicitante del estudio genético. Se revisd la historia clinica de cada paciente en Osabide Global
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(historia clinica

informatizada) y se recogieron los parametros de interés. Los datos demograficos,

clinicos y genéticos de cada paciente fueron registrados en archivos Excel para su posterior analisis.

Para las caracteristicas audioldgicas de la hipoacusia (tipo de HA, grado, configuraciéon audiométrica,

rango de frecuencia, simetria y progresion) se utilizaron las recomendaciones para la descripcidon de

datos audioldgicos del grupo europeo para el estudio de correlaciones genotipo-fenotipo GENDEAF

(19). Los datos registrados y los criterios utilizados para su clasificacion fueron los siguientes:

1. Sexo.
2. Origen geografico: provincia de residencia y etnia del paciente, si se conoce.
3. Patrdn de herencia de la hipoacusia.
4. Edad de inicio:
a. Congénita
b. Prelingual
c. Perilingual
d. Postlingual
5. Tipo de Hipoacusia:
a. Conductiva: relacionada con alteraciones del oido externo o medio. La audiometria
presenta umbrales normales (<20 dB HL) de conduccién dsea y una diferencia (gap)
entre las conducciones aérea y ésea >15 dB HL en la media de los umbrales a 500,
1000y 2000 Hz.
b. Neurosensorial: relacionada con alteraciones del oido interno o del nervio coclear,
con un gap aire/hueso <15 dB HL en la media de los umbrales a 500, 1000 y 2000 Hz.
c. Mixta: causada por una combinacidn de alteraciones en el oido externo o medio y en

el oido interno o el nervio coclear. En la audiometria se observa un umbral >20 dB HL
en la conduccién 6sea junto con un gap aire/hueso >15 dB HL en la media de los

umbrales a 500, 1000 y 2000 Hz.

6. Grado de hipoacusia: valorado en el oido con mejor audiciéon y clasificado en funcién de la

media de los umbrales a las frecuencias 500, 1000 y 2000 Hz:

a.
b.
C.

d.

Leve: 20-40 dB HL
Moderada: 41-70 dB HL
Severa: 71-95 dB HL
Profunda: > 95 dB HL

7. Configuracién audiométrica: forma que presenta la curva del audiograma:
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a. HAde bajas frecuencias ascendente: >15 dB de diferencia entre el peor umbral a bajas
frecuencias respecto al de las altas frecuencias.
b. HA de frecuencias medias en forma de “U”: >15 dB de diferencia entre el peor umbral
en las frecuencias medias y los umbrales de frecuencias bajas y altas.
c. HA de altas frecuencias:
i. De caida suave: 15-29 dB HL de diferencia entre la media de los umbrales a
500y 1000 Hz y la media de los umbrales a 4000 y 8000 Hz.
ii. De caida brusca: >30 dB HL de diferencia entre la media de los umbrales a 500
y 1000 Hz y la media de los umbrales a 4000 y 8000 Hz.
iii. Plano: <15 dB HL de diferencia entre la media de 250, 500 Hz, la media entre
1000 y 2000 H< y la media de 4000 y 8000 Hz.
8. Rangos de frecuencia:
a. Frecuencias bajas: <500 Hz
b. Frecuencias medias: >500 Hz y £2000 Hz
c. Frecuencias altas: >2000 Hz y <8000 Hz
d. Frecuencias altas extendidas: >8000Hz
9. Unilateral/bilateral:
a. Unilateral: cuando la media de 500, 1000 y 2000 Hz de uno de los oidos es <20 dB HL).
b. Bilateral:la media de 500, 1000 y 2000 Hz del mejor oido es peor de 20 dB HL. Ademas,
si >10 dB HL de diferencia entre los oidos en al menos dos frecuencias, se considerara
asimétrica.
10. Progresion: se considera progresiva cuando existe un empeoramiento >15 dB en la media de

los umbrales a las frecuencias de 500, 1000 y 2000 Hz en un periodo de 10 afios.

2. Esquema del estudio genético

Debido a la heterogeneidad genética y a la gran variedad de variantes patogénicas implicadas en la
hipoacusia, el estudio genético se disefié teniendo en cuenta distintas aproximaciones técnicas y

niveles. El esquema del estudio se muestra en la Figura 38.
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GIB2/GIB6 MLPA, Secuenciacion

Delecicnes STRC ddPCh,

Mutaciones mitocondriales frecuentes SNaPshet

DIAGNOSTICO

L J

Estudio de segunda linea

91 genes de alta evidencia MGS Exoma Clinico + Panel 1

10 genes de evidencia moderada MGS Exoma Clinico + Panel 2

163 genes de evidencia baja o MGS Exoma Clinico + Panel 3

discordante

DIAGNOSTICO

L J

Estudio de tercera linea

7 genes candidatos NGS Exoma Clinico + Panel 4

Figura 38. Representacion esquemdtica del algoritmo diagndstico y las técnicas utilizadas en este trabajo. MLPA: Multiplexed
Ligation Probe Assay; ddPCR: Droplet Digital PCR; NGS: Next Generation Sequencing.

Los estudios diagndsticos se iniciaron con un estudio de primera linea o estudio basico para el cribado
de las causas mas frecuentes de hipoacusia, que incluye el estudio de HA AR DFNB1 asociada a los
genes GJB2 y GJB6, HA AR DFNB16 por deleciones en el gen STRC e hipoacusia mitocondrial mediante

el andlisis de las variantes patogénicas mas frecuentes en poblacidn espafiola.

Los pacientes no diagnosticados en el estudio basico pasaron al estudio de segunda linea, que
consistié en la secuenciacion del exoma clinico por Next Generation Sequencing (NGS) seguido de un
filtrado de variantes por paneles virtuales de genes de mayor a menor evidencia (Paneles 1,2y 3). Los
individuos negativos para los niveles anteriores fueron sometidos a un estudio de tercera linea que
consistid en el filtrado de los datos del exoma clinico mediante un panel virtual de genes candidatos

a hipoacusia (Panel 4).

Las técnicas y los paneles de genes utilizados se describen con mas detalle en los siguientes apartados.
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3.Toma de muestra y extraccion de ADN

Se extrajo sangre periférica en tubos con el anticoagulante EDTA. La extraccidon de ADN se realizo de
forma automatizada en el equipo MagNA Pure Compact (Roche, Basilea, Suiza). La medida de la
concentracién y la calidad del ADN obtenido se llevéd a cabo mediante el equipo Nanodrop 2000

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos).

Una vez extraido el ADN, se guardd una alicuota de sangre de cada paciente con el fin de disponer de

una segunda extraccidn de ADN para la confirmacidn de las variantes de interés encontradas.

4. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

4.1. PCR convencional

Se utilizd la técnica de PCR convencional para la amplificaciéon de regiones de interés previa a la
secuenciacién por el método de Sanger de la regidn codificante (exén 2) y regiones intrdnicas
adyacentes del gen GJB2, para confirmacion de las variantes patogénicas puntuales patogénicas,
probablemente patogénicas o variantes candidatas de significado incierto detectadas por otras

técnicas como Multiplex Ligation Probe Assay (MLPA) y/o Next Generation Sequencing (NGS).

Los cebadores utilizados fueron obtenidos de publicaciones o disefiados mediante los programas
Primer3Plus (129) o Exon Primer (130). Los cebadores para la amplificacién del gen GJB2 se disefiaron
con cola M13 en su regidn 5 para después poder secuenciar los productos de la amplificacién con un
cebador universal M13. Para evitar posibles fallos de amplificacién debido al efecto alelle drop-out,
se comprobd con el programa SNPCheck (131) la ausencia de polimorfismos de nucleétido Unico (en
inglés, single nucleotide polymorphism, SNP) en las regiones de hibridacién de los cebadores. En caso
de existir algin SNP, se rediseiiaron los cebadores hasta conseguir un nuevo par sin SNP o en su
defecto, con SNPs de frecuencia poblacional <0.1% (MAF<0.001). Ademas, se comprobé la ausencia

de emparejamientos inespecificos con las herramientas SNPCheck (131) y/o UCSC In-silico PCR (132).
Los cebadores para PCR convencional utilizados en este trabajo se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Cebadores utilizados en este trabajo para amplificacion por PCR convencional.

ACTG1 4 TTTCTCCACACATCACACTGG GATGCTGTGTCACCGAGGA PCR, Sanger Primer3Plus
CEMIP 17 GAGCTCTCTGGGGCTGAA TGTCCCGGCTCTAATCATCT PCR, Sanger Primer3Plus
CLDN14 3a CTCCCTTGGCTTCATTAGGG GTACAGGGCCTGGCCAAT PCR, Sanger Primer3Plus
CLDN14 3b GCGGCATGAAGTTTGAGATT CATTTCCTCGCATTCACATT PCR, Sanger Primer3Plus
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DIAPH1 24 CCAGAATGTGTGTATAGACTGAAG | CAGGAAGTTTTCTTTCCCTTCC PCR, Sanger Primer3Plus
ESPN 8 AGGGGGTCTAGGAAGTCAGC AGATTTCCCTCCCCTTTCAG PCR Primer3Plus
ESPN 10 CACAGTGTTCTCAGGCATCGP AAAAAGAAAGAAAATGGGAGGT PCR Primer3Plus
EYA1 12 CATGTTCTTCACCTGTCATATTCT ACCAACAAACCTCTGTCTCACT PCR, Sanger Primer3Plus
GATA3 3 CCTTCTCTCTCCTGCCCTTT AGGCACTCTTTCTCGTCCTG PCR, Sanger Primer3Plus
GJB2 1 CTCATGGGGGCTCAAAGGAAC? CCCAAGGACGTGTGTTGGTCC? PCR, Sanger Primer3Plus
GJB2 2a GTGATTCCTGTGTTGTGTGC? CCTTCTGGGTTTTGATCTCC? PCR, Sanger Primer3Plus
GJB2 2b AGAAGAAGAGGAAGTTCATCA® CCTCTCATGCTGTCTATTTC® PCR, Sanger Primer3Plus
GJB2 2c ACGCTGCAGACGATCCTG CCAGACACTGCAATCATGAAC PCR, Sanger Primer3Plus
del(GJB6-D1351830) TTTAGGGCATGATTGGGGTGA CACCATGCGTAGCCTTAACCATTTT | PCR Castillo et al. (52)
del(GJB6-D1351854) TCATAGTGAAGAAGAACTCGATGC | CAGCGGCTACCCTAGTTGTGGT PCR Castillo et al. (52)
GJB6_CTRL_E1 CGTCTTTGGGGGTGTTGCTT CATGAAGAGGGCGTACAAGTTAG PCR Castillo et al. (52)
ILDR1 3 TGGGAACCCCCTATTGCT CAGCAGAAAGAAATGGGAAA PCR, Sanger Primer3Plus
ILDR1 4 CCAGGTCTTGAGGGTGTCAT GGCTTGCTTATTTCTGGTTTTT PCR, Sanger Primer3Plus
KCNQ1 7 CTTAGGCGTCTGCACAGGAG CAAGACACCAGTGCCCAGAT PCR, Sanger Primer3Plus
LOXHD1 2 CAGGCCCACACAGGATTC TGGGTCCCAGAACCTAATCA PCR, Sanger Primer3Plus
LOXHD1 31 CTGAGGGGGAAGGAAGGTC CAGCTCCAGCACCTCCAC PCR, Sanger Primer3Plus
MARVELD2 | 2a GACATGATCCTGTTGGTCTCC AAAAGTTCTTCCAGGAGTCAGG PCR, Sanger Primer3Plus
MARVELD2 | 2b TGCCCTATCAAGATACCACCA GCTGTGACACAAGCAAAGACA PCR, Sanger Primer3Plus
MARVELD2 | 2d GGTGGCCCCTAACTGAATTT GCTTTCTGTTTTGAGCGCTAT PCR, Sanger Primer3Plus
MARVELD2 | 4 AAGAATGAATTCAGAGGGTTTTT CTGGAAAATGAAAGGACCAAA PCR, Sanger Primer3Plus
MYH9 2 TGAGTGATCTTGTGTGGCTGA GTGAGGGTGATGGGAAGACC PCR, Sanger Primer3Plus
MYH14 14 CTTCAACCACACCATGTTCG CCAGCAGAGGAGGAGCTAGA® PCR, Sanger Primer3Plus
MYH14 20 AATCACCACCCCTTCCCTAT CCCTGACACCTAGAGCCATC PCR, Sanger Primer3Plus
MYH14 27 CTCTGTGAGAGCGGCTGAG GTGCACCCATGCTGCTTAC PCR, Sanger Primer3Plus
MYO3A 13 TTTGGTGGAATGAAATGGTG CATGCTTTTCATATTGCTCATT PCR, Sanger Primer3Plus
MYO6 25 TGCCAAAAGTACTAAAGGATGAA AAGGACGTTTTCTATACAATTTCAA | PCR, Sanger Primer3Plus
MYO7A 8 TCCCAGGCTAGTTCCTGATG AGCCAGCTCCCTACAATCCT PCR, Sanger Primer3Plus
MYO7A 6 GAGTCCCTGTGGGTTGTGAC CCTGGGTCTATTCCTGCATC® PCR, Sanger Primer3Plus
MYO7A 21 GGTGCCATGGAAGCTCCT CCCCCTATAGGTCCCACTTC PCR, Sanger Primer3Plus
MYO7A 41 GTCCCCTGGTCTCCACAGT AGAGGCTTAAGGCCACCTTT PCR, Sanger Primer3Plus
MYO15A 2b GCGCAGCTCCCTGAATCT TATCAGCAGCTGGATCCTCA PCR, Sanger Primer3Plus
MYO15A 2a TGTTTGGGAAGGAGAAGCTG CAGTGGGAGAGGGTCCTG PCR, Sanger Primer3Plus
MYO15A 2c TGTTTGGGAAGGAGAAGCTG GTAGCCGAAGCGTTTGTAGG PCR, Sanger Primer3Plus
MYO15A 12 GAGGTGTGGGAGCTTAGAGG TCGGGAGTACATGAGGTGTG PCR, Sanger Primer3Plus
MYO15A 13 CCGGCCCTGTTTTTCATA CACAAAGGATCGGCACAAG PCR, Sanger Primer3Plus
MYO15A 27b CACTCCCCAACCTGACATCT AGCCTGGAGTCGAGGAGTC PCR, Sanger Primer3Plus
OPA1 25 TTCCTTTATTTCAACTGCCTTCA AATGCCTGAATTAAAATGAACAA PCR, Sanger Primer3Plus
OTOF 6 TGGCTCTTCTGTGTTTGTGTG CTATCCCAGGAGGGCCTTT PCR, Sanger Primer3Plus
OTOF 14 ACGCCCTCACCTGTGCTC TGAAGAGAGGGCATCTCACAT PCR, Sanger Primer3Plus
OTOF 21 ACAACCCCCTTTGTCATGG AGAGCCAGCCCTGGATGAG PCR, Sanger Primer3Plus
OTOF 22 GGCTCAATCAGGAGGCTAGA CCTGTCACTCAGGCTTCCA PCR, Sanger Primer3Plus
OTOF 35 GCAGGACAAAAGCCAGAGAC CAGTGGTGGGAGGTGAGTG PCR, Sanger Primer3Plus
OTOF 41 GGAGGGAGAGGAGAGCTGAT AAGGCCATCTGGACCTGAG PCR, Sanger Primer3Plus
SLC26A4 TTTCTGTTCCTCGCTCTTCC ACCGAAAGTCGGGCCTCT PCR, Sanger Primer3Plus
SLC26A4 19 AAAAGGAGGAGCTACAAAAACTT® | GACTTGTGTAATGTTTGCCATTT PCR, Sanger Primer3Plus
SIX5 3 CTGGAACTAAGCGCAGGAAC ACTGGGTCACAGTTCCAAGG PCR, Sanger Primer3Plus
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S0X10 4 CACCTGCCTCTAACCTGCTT GAGATCCAGGCGGAGTGTC PCR, Sanger Primer3Plus
S0X10 4A CCTGCCTCTAACCTGCTTCC GTGAGACCGTGGGCAGAG PCR, Sanger Primer3Plus
TIP2 13 AGGAGAAGCTGTGTTGAGTGTCT TCATCATGTGGGGTTTCCTT PCR, Sanger Primer3Plus
TECTA 7 TGAGTTGCTTTGCCTTCCTT AGAGACCTGTCATGGGGATG PCR, Sanger Primer3Plus
TECTA 10a TCACAAACACACATGCACTCA CCATCAAAGGTGAGGTAGTGG PCR, Sanger Primer3Plus
TECTA 15 TGGCACAATGCACTAGCTTC AAAAGCAATGCTACCAGCAAA PCR, Sanger Primer3Plus
TECTA 12 AGCAATGGCCATGAGAAAAC TGAAGTGGGAAAATTGGTCA® PCR, Sanger Primer3Plus
T™C1 12 TGATCACATGTGTGGCTCAG GCCGTGGGTTTCAGAATAAAP PCR, Sanger Primer3Plus
T™MC1 18 AATTGCAGTCTTCAAGCCAAT TGAAACATGTGCTGTGTCCA PCR, Sanger Primer3Plus
USH2A 61 GTGTGCAGCTGTCACTGGTT GCCCTAAGTGAAGAAAAATGAGA PCR, Sanger Primer3Plus
USH2A 65 TTTGGTTGCCAATTTCGTTT TGGAGGGAAAAACAAAAACA PCR, Sanger Primer3Plus
WFS1 8 GTGGTGGGGATGGTGAAGT CAGACTCGGCGCTGTTGT® PCR, Sanger Primer3Plus
WFS1 8a AGGGTGGTCAGAGGGAGG AGGCTCAGGTAGCTGGTCAC PCR, Sanger Exon Primer
WHRN 1A CCCTAGGATCCAGCCACTG CGTGTATTGGTCGAAGAGCA PCR, Sanger Exon Primer
WHRN 10 CCCTAGGATCCAGCCACTG CGTGTATTGGTCGAAGAGCA PCR, Sanger Exon Primer

@ Cebador con cola M13.
b Cebador con SNP de MAF<0.001.
¢ Cebador con SNP de MAF>0.001 (rs139261614).

Para la deteccién de las dos grandes deleciones recurrentes del(GJB6-D1351830) y del(GJB6-
D13S1854) en el gen GJB6 y regidon promotora del gen GJB2 se utilizé una adaptacion del método
descrito por (54), que se basa en la realizacién de PCR utilizando cebadores flanqueantes de los puntos
de corte de cada delecién, de manera que la amplificacién sélo se produce si alguna de estas dos
deleciones esta presente. Ademas, se utilizan cebadores para el exdn 1 del gen GJB6, como control
interno de PCR y para diferenciar deleciones heterocigotas vs homocigotas (ya que tanto del(GJB6-
D1351830) como del(G/B6-D13S1854) incluyen el exdén 1). La amplificacion se visualiza por

electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Los cebadores utilizados fueron los descritos por Castillo et al. (54) y sus secuencias se exponen en la
Tabla 2. En la Figura 6 se muestra de forma esquematica la disposicién de los distintos cebadores
utilizados en el ensayo y la interpretacién del mismo una vez realizada la migracion del producto de

amplificacidn en gel de agarosa.
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Figura 6. Ensayo para la deteccion de las deleciones del(GJB6-D1351830) y del(GJB6-D1351854). (A) Esquema de los

cebadores utilizados. (B) Separacion en gel de agarosa de los productos de PCR correspondientes a las deleciones y al exon 1
del GJB6. A la derecha se muestran sus tamafios (pb). A: no mutado; B: heterocigoto del(GJB6-D1351854)/no mutado; C:

heterocigoto compuesto del(GJB6-D1351854)/del(GJB6-D1351830); D: heterocigoto del(GJB6-D1351830)/no mutado; E:
homocigoto del(GJB6-D1351830). Modlificado de Castillo et al. (52).

Para la amplificacion de regiones de ADN de hasta 600 pb de tamario se utilizé el kit de amplificacion

HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). La amplificacién se llevd a cabo en

termocicladores T100 (Bio-Rad, Hercules, Estados Unidos). La mezcla de reaccion por muestra y las

condiciones de ciclado utilizadas fueron las siguientes:

PCR convencional
Concentracion Volumen Condiciones de reaccion

Reactivo
final (L) Tiempo Temperatura
HotStar Master Mix 1x 10 15 min 95°C
Cebador Forward 10 uMm 1 30s 95°C
Cebador Reverse 10 uM 1 30s 58°C 40 ciclos
H,0 - 7 1 min 72°C
ADN variable 1 7 min 73°C
Volumen total (uL) 20 oo 4°C
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4.2. Long Range PCR (LR-PCR)

La regién codificante del gen STRC presenta una homologia del 99.6% en su regién codificante con
PSTRC, situado a menos de 100 kb del gen en una regidon de duplicaciones segmentarias, lo que
complica su estudio. Para salvar este problema se utilizé el método descrito por Vona et al. (90), que
consiste en la amplificacion especifica del gen STRC mediante dos LR-PCR que dan lugar a dos
productos de PCR de 14.036 pb y 12.365 pb. Esto se consigue mediante cebadores especificos para las

regiones de STRC que muestran divergencias con el pseudogén. (Tabla 3, Figura 39).

Tabla 3. Cebadores utilizados para la amplificacion especifica del gen STRC por LR-PCR (90).

STRC_LR1 TTCACCTAGGCCACAGAGAAA AATTTGACAACAACAGGATTCAG 14036 1lal9

STRC_LR2 CTGAGTCACTGAGGATGGTTACTA CAGCTGATGACTCAAGATTCCC 12365 12a29

Cebador sentido STRC_LR1

DPSTRC atggggcttﬁc?artaggccacagagaaagaaccaaatgatagggga
PErrrrnng gl LR et

STRC atagggcytyckd. . .Ftaggccacagagaaapaaccaaatgatagggga
Cebador antisentido STRC LR1

PSTRC ccagctccadckgaa tgttgtcaaattgctataatagaatccag
FEELEErrnl 1111 PELEER R reeeer rerntl
STRC ccagctccadckgaa tgttgtcaaattfictgtaataggatccag

Cebador sentido STRC_LR2

PSTRC tcaagaagggacctgagtcactgaggatggttac ggatggttaagag
FERRERE Rt e e e e e g rerinl
STRC tcaagaagggadqctgagtcactgaggatggttactjapggatggttaagag

Cebador antisentido STRC_LR2

PSTRC tagaatgagcagaactcc :ggaatcttgagtcatcagctggcgatgggg
FErreererrerrerer g e e errererrnil
STRC tagaatgagcagaactcct _gggaatcttgagtcatcagctggcgatgggg

Figura 39. Seleccion de cebadores para LR-PCR en base a los nucledtidos divergentes existentes entre pSTRC y STRC. Los puntos
representan nucledtidos delecionados; las lineas verticales representan nucledtidos idénticos. Las secuencias de los cebadores
se encuadran en rojo. Los nucledtidos divergentes se encuadran en negro. La parte superior representa los cebadores para la
LR-PCR del fragmento 1; la parte inferior representa los cebadores para la LR-PCR del fragmento 2. Modificado de Vona et al.
(90).

Para la amplificacién de los fragmentos de ADN se utilizd el kit QAGEN Long Range PCR Kit (Qiagen,
Hilden, Alemania). La mezcla de reaccion por muestra y las condiciones de ciclado para cada LR-PCR

fueron las siguientes:
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LR-PCR Fragmento 1

Condiciones de PCR
Reactivo Volumen (pL)
Tiempo Temperatura
LR PCR Buffer 2 oo 93°C
dNTP Mix 1 3 min 93°C
Cebador Forward | STRC_LR1_F | 0.8 15s 93°C
Cebador Reverse STRC_LR1_R | 0.8 30s 62°C
37 ciclos

LR PCR Enzyme

0.2 17 min 68°C
Mix
H20 11.2 5 min 68°C
ADN 4 oo 4°C
Volumen total 20

LR-PCR Fragmento 2
Reactivo Volumen (pL)
Tiempo Temperatura
LR PCR Buffer 2 oo 93°C
dNTP Mix 1 3 min 93°C
Cebador Forward | STRC_LR2_F | 0.8 15s 93°C
Cebador Reverse STRC_LR2_R | 0.8 30s 64°C
37 ciclos

LR PCR Enzyme

0.2 17 min 68°C
Mix
H20 11.2 5 min 68°C
ADN 4 oo 4°C
Volumen total 20

Una vez finalizada la PCR, los productos obtenidos se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa
al 0,6%.

Estos productos de LR-PCR se utilizaron después para continuar con la amplificacidn por PCR anidada.

4.3. Nested-PCR (PCR anidada)

Para el estudio de variantes patogénicas puntuales en el gen STRC se realizaron PCR anidadas sobre
los productos de amplificacidén de las LR-PCR, siguiendo el método descrito por Vona et al. (90). Para

ello, se utilizd una dilucién 1:1000 del producto de la LR-PCR como sustrato.

Los cebadores utilizados se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Cebadores utilizados para Nested-PCR sobre los productos LR1 y LR21(90).

Material y Métodos

Nombre Cebador Forward (5°-3°) Cebador Reverse (5°-3°)
STRC_E1 GTGTCAGTGGAGCCTCAGGT ATCCCCAGTTCTGCTCACTG
STRC_E2A GATCCAGGTAGGGAACTGTG ACACAGTCAGACGGCCC
STRC_E2B GCTGGGAGCCTTAGCTCCTG CCCTCAGAACTGGTCTCCTG
STRC_E3 CTGGGACTGGGATGTGG TGCTCAAGGTCATATGGCTAG
STRC_E4A TCAGGGTCAGAATCTTCAGC AGCAGGCCAGCACAGAG
STRC_E4B CACGACCAGTTTCCTGATG GGATGGTCCCAGTGGTG
STRC_E4C CAGGCCAATGCAGGATAAGT TTCTAGGAGCTTTCCCTCTGG
STRC_E4D CACGCCTACACTATCTCCTC TCTAGAGCTGTGTGCTTCAA
STRC_E5-6 GACAAGCATCCCAGCAAG CCTCCTCCCACTAAAGCAAG
STRC_E7 TGGAGCCTAGTGTTCAGAGG GCACATTGCCTATCTGGC
STRC_E8-9 GACAGCAGGGCTACAGAGG TCTTCCTAGAACACCGACCC
STRC_E10 TGTACCCATACCATCTGCTG CAAGTTGACACAATGGGAAAG
STRC_E11 GGGAAATTCAGATGTGGGATTA ATTCTCTTGACTGGGGCTCA
STRC_E12-13 GCCTTAGGAACCCACTTAGG AAGATGCCTTCCTCCCAAC
STRC_E14 AGGGAAGGCCTTTCATACC AGGGTAGTGTGGGAGGTAGC
STRC_E15 TTTGGTCCCTTTCCACC AGGGCTAAGGGATAGGTAAAG
STRC_E16 TCGAGAGAAGAGTGGGCAT GTCCTTTGGCTCTAGTCAGG
STRC_E17-18 TTACGGTGGATGAACATCTG AAACTACCTCCTCCAGGGC
STRC_E19 GCTGCGGACTGTGGGGTTT CTTCCTTAAGCAATGAGCCCAG
STRC_E20 TCTGGGCTCATTGCTTAAGG ACACAGGGCTCCAGGGGA
STRC_E21 TCCATATTCTTAAGGTCCCC CCTGTCTCTGTTTTGCAGTC
STRC_E22 GGAGACTGCAAAACAGAGAC AACTCCCAGAACTACAGAATTC
STRC_E23 CAGTGCTACCATTAAATCTCTGAAT GGTAACCACTGCTTTCGTC
STRC_E24 GAGGAAACTAAAGAAAAGGCAAA AATTCCTTGGGCTTTAGATGAT
STRC_E25 CCTTCTTTCTATCTTTTGTTG CTTCCTCCATGGGACCAGAC
STRC_E26 GAAAGAAGGATCATGAAGGTCTG TAAACACCCTCAGGCCCC
STRC_E27-28 CTTTGGGAGTAGTTAGAGAAGGTC TCTAAGAGCCAGACAGCACC
STRC_E29 ACAGGCAGAGCGCTAATTTC TCAGGATGCACTTCTGTTTG

El programa de amplificacion utilizado se describe a continuacion:

PCR anidada

. Concentracion Volumen Condiciones de reaccion
Reactivo . A
final (uL) Tiempo Temperatura
HotStart Master Mix 1x 10 oo 94°C
Cebador Forward 10 uM 1 2 min 94°C
Cebador Reverse 10 uM 1 30s 94°C 5 ciclos
H,0 - 7 30s 70°C

L A todos los cebadores de la Tabla 5 se les afiadié una cola M13.
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ADN variable 1 30s 72°C
Volumen total (uL) 20 30s 94°C
30s 67°C 2 ciclos
30s 72°C
30s 94°C
30s 65°C 33 ciclos
30s 72°C
5 min 72°C
oo 4°C

5.Secuenciaciéon Sanger

La secuenciacién Sanger se utilizé para el estudio de la region codificante del gen GJB2 y para la

confirmacién de las variantes puntuales halladas por otras técnicas (MLPA, NGS).

Para la purificacién de los productos de la PCR se usd el reactivo ExoSAP-IT PCR Product Cleanup

Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos).

Para la secuenciacién se utilizé el reactivo BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Nimagen,
Nijmegen, Holanda). Los cebadores utilizados para la reacciéon de secuenciacién fueron los mismos
gue los que se usaron para la amplificacion, excepto en el caso de los que llevaron cola M13 que se
secuenciaron con cebadores universales M13. La mezcla de la reaccidon por muestra y el programa de

ciclado utilizados fueron los siguientes:

) Condiciones de reaccion
Reactivo "
Volumen (puL) | Tiempo | Temperatura
5X Sequencing Buffer 2.2 45s 96°C
BigDye 3.1 0.4 10's 96°C
Cebador (10uM) 0.5 5s 50°C 28 ciclos
H,0 7.9 2 min 60°C
Producto PCR 1 oo 4°C
Volumen total (uL) 12

Los productos de la reaccion de secuenciacidn se purificaron en placas Performa DTR V3 96-well (Edge
Bio, San Jose, Estados Unidos). Una vez purificados se analizaron por electroforesis capilar en el
secuenciador automatico ABI3130x| Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados

Unidos) de 16 capilares.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la secuencia de referencia del gen correspondiente

en el programa SeqScape v2.5 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos).
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6. Mini-secuenciacion (SNaPshot®)

El estudio de las variantes mitocondriales mas frecuentes causantes de hipoacusia se hizo mediante
método de mini-secuenciacién o SNaPshot. Este método permite analizar simultdneamente varias
variantes en un mismo ensayo y conocer si dichas variantes se encuentran en homoplasmia o

heteroplasmia, estimando el porcentaje de variante de forma semicuantitativa.

Las variantes estudiadas fueron m.1555A>G y m.1494C>T en el gen MT-RNR1 y m.7445A>C y
m.7511T>C en el gen MT-TS1. Se amplificaron simultdneamente estos genes mitocondriales por PCR

multiplex con cebadores disefiados con Primer3Plus (129) (Tabla 5).

Tabla 5. Cebadores utilizados para amplificacion de los genes MT-RNR1 y MT-TS1 por PCR multiplex.

MT-RNR1-PCR GGTCGAAGGTGGATTTAGCA TTGGGTGCTTTGTGTTAAGC
MT-TS1 GAACCCTCCATAAACCTGGA GCTGCATGTGCCATTAAGAT

La mezcla de reaccidén y el programa de amplificacion utilizados fueron los siguientes:

Volumen Condiciones de reaccién
Reactivo

(pL) Tiempo Temperatura
HotStarTaq Master Mix (2x) 10 15 min 95°C
Cebador MT-RNR1-PCR-F 0.4 30s 95°C
Cebador (MT-RNR1-PCR-R) 0.4 1min30s 59°C 30 ciclos
Cebador (MT-TS1-F) 0.4 1min30s 72°C
Cebador (MT-TS1-R) 0.4 15 min 72°C
H,0 6.4 oo 4°C
ADN 2

Volumen total (uL) 20

El producto de la PCR se purificd enzimaticamente mediante ExoSAP-IT PCR Product Cleanup Reagent

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos).

A continuacién, se llevd a cabo la reaccién de mini-secuenciacion o SNaPshot con el kit SNaPshot™
Multiplex Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos). La reaccidon de mini-secuenciacion

se basa en el uso de cebadores de extension, especificos para la regidn inmediatamente anterior al
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nucledtido que se quiere estudiar, junto con nucledtidos dideoxi marcados con fluorescencia. Al
hibridar estos cebadores a su region complementaria en el ADN de estudio, la ADN polimerasa afiadira
un Unico nucledtido dideoxi marcado con un fluordforo en su extremo 3°, terminandose asi la reaccion
de extension. La lectura del fluoréforo permitira identificar la base afadida en la reaccidn de extensién

(Figura 40).

SNaPshot® Kit Single-Base Extension Labeling Chemistry

Cebador de extensidn

| T CCATGACTGATTCC «—
ADN diana —» NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

SNP

ddGTP
ddNTPs marcados con ddCTP Mix de minisecuenciacidn
fluorescencia ddUuTP SNaPshot Ready Reaction
ddATP Mix
CCATGACTGATTCC G
NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN
‘ Color = Genotipo
Electroforesis capilar /

- r )

Figura 40: Esquema de reaccién de mini-secuenciacion (SNaPshot) (https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/).

Reaccion de extension

11111

Condiciones de reaccién

Reactivo Volumen (pL)

Tiempo Temperatura
SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix 5 10s 96°C
Cebador de extension 1 0.5 5s 50°C 25 ciclos
Cebador de extension 2 0.5 30s 60°C
Cebador de extension 3 0.5 oo 4°C
Cebador de extension 4 0.5
Producto de la purificacion ExoSAP 3
Volumen total (uL) 10

Los cebadores de extension o secuenciacidn utilizados se disefiaron con Primer3Plus (129) siguiendo
las recomendaciones del fabricante del kit y se describen en la Tabla 6. Se diseifaron utilizando la

secuencia inmediatamente adyacente al nucledtido que se quiso estudiar. En el caso de las variantes
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patogénicas en las posiciones m.1494 y m.7511, los cebadores de extension se disefiaron utilizando la

hebra negativa.

Con el fin de poder identificar después cada variante, se afiadieron distintas colas del tetranucleétido
(GACT)n a cada cebador, de manera que se obtienen fragmentos de diferente tamafio que se pueden

separar por electroforesis capilar.

Tabla 6. Cebadores de extension utilizados para la deteccion de las variantes mitocondriales por SNaPshot.

Secuencia (5°-3°) Hebra Tamafio
de ADN (nt)
MT-RNR1_seq-1494_F | GACTGACTGAAATGTCCTTTGAAGTATACTTGAGGAG (-) 37
MT-RNR1_seq-1555_F | GACTGACTGACTTAAAACCCCTACGCATTTATATAGAGGAG (+) 41
MT-TS1_seq-7445_F GACTGACTGACTGACTGTCGAAGAACCCGTATACATAAAATCTAG (+) 45
MT-TS1_seq-7511_F GACTGACTGACTGACTGACTGAGAAATGGTTTTTCTAATACCTTTTTGAA (-) 50

El producto de la reaccion se purificé mediante placas Performa DTR V3 96-well (Edge Bio, San Jose,
Estados Unidos) y se prepard una dilucién 1:10 del producto purificado para su posterior analisis por

electroforesis capilar.

El andlisis se realizd en el secuenciador automatico ABI3130xI Genetic Analyzer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Estados Unidos) de 16 capilares, utilizando el marcador de peso molecular

GeneScan-120 LIZ.

Los resultados fueron analizados en el programa GeneMapper (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Estados Unidos), utilizando el siguiente codigo de colores para identificar los nucledtidos:

Cadigo de colores

SNaPshot
A verde
T rojo
C negro
G azul
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Las variantes en heteroplasmia se detectaron por la presencia de dos picos (normal y mutado) en la
posicion (tamafio) correspondiente. El grado de heteroplasmia se calculé de forma semicuantitativa

usando las areas de cada pico mediante la siguiente férmula:

Heteroplasmia (%) = An*100/(Am + Auwt)
Donde:
A = area del pico mutado

At = area del pico nativo

7. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

La deteccion de grandes deleciones frecuentes asociadas de hipoacusia se hizo mediante la técnica
MLPA. Para ello se utilizé el kit de reactivo SALSA MLPA EK1 (MRC Holland, Amsterdam, Holanda), que
incluye los reactivos generales necesarios para realizar la técnica, junto con el kit SALSA MLPA
Probemix P163-E1 (MRC Holland, Amsterdam, Holanda), que contiene las sondas especificas para

genes asociados a hipoacusia.

El kit SALSA MLPA Probemix P163-E1 esta disefiado para detectar deleciones o duplicaciones de los
genes GJB2, GJB3, GJB6, POU3F4, WFS1, deleciones upstream del gen POU3F4 vy seis variantes
patogénicas puntuales o indels especificas en el gen GJB2. Las sondas incluidas en este kit se describen

en la Tabla 8. Las secuencias de cada sonda estan disponibles en la web de la casa comercial (133).

Tabla 7. Sondas SALSA MLPA Probemix P163 para las regiones relacionadas con hipoacusia

21979-L19379 Exon 1 178
22362-L31524 Exon 1 247
22413-131695 Variante IVS1+1G>A (no mutado), intrén 1 267
09862-L09256 Variante c.35delG (no mutado), exén 2 172
GJB2 NM_004004.6 13150-L14407 Variante ¢.101T>C (no mutado), exén 2 274
09118-L30816 Variante c.313del14 (no mutado), exén 2 312
05365-L04756 Exon 2 328
13126-L30618 Variante c.167delT (no mutado), exén 2 396
13127-L15168 Variante c.235delC (no mutado), exén 2 402
05367-L04758 Exon 1 190
GJB3 NM_001005752.1 05368-131484 Exon 2 241
05369-L23138 Exdn 2 292
05370-L04761 Exon 2 162
GJB6 NM_001110219.3 05371-L04762 Exon 3 196
06701-L04763 Exon 4 282
22189-131241 Exdn 5 259
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05374-L04765 Exén 5 337

21762-114398 Upstream 146

21748-130413 Upstream 202

21763-L14400 Upstream 364

21764-114397 Upstream 390

POU3F4 NM_000307.4 13139-114396 Upstream 418
13142-L14399 Upstream 463

13144-L14401 Upstream 481

21761-L13889 Exdén 1 127

12771-013887 Exdén 1 436

05375-L30787 Exdén 1 149

05376-L04767 Exdn 2 229

05377-L11414 Exén 3 166

05378-L04769 Exon 4 252

WFS1 NM_006005.3 05379-L04770 Exén 5 184
06702-L09985 Exén 6 319

06699-L04772 Exén 7 208

21747-L30412 Exon 8 132

21749-L30414 Exdon 8 425

CRYL1 No especificado 21750-130617 13012 445
21751-L30416 13q12 493

LATS2 No especificado 06704-L03639 13q12 355
PSPC1 No especificado 02399-L06768 13q12 223
ZMYM?2 No especificado 21765-130428 13qg12 471

El protocolo de trabajo utilizado fue el descrito por la casa comercial (134). El andlisis de los resultados

se hizo mediante el programa Coffalyser (MRC Holland, Amsterdam, Holanda).

8. PCR digital (Digital Droplet PCR, ddPCR)

El estudio de grandes deleciones en el gen STRC se hizo por tecnologia de PCR digital con el sistema

QX200 Droplet Digital PCR System (Bio-Rad, Hercules, Estados Unidos).

Para ello se utilizaron cebadores y sonda especificos para el intrén 23 del gen STRC descritos por

Mandelker et al. (88) y para el exdn 1 del gen de referencia RPP30, descritos por (135) (Tabla 8).

Tabla 8. Cebadores y sondas para deteccion de CNVs del gen STRC por ddPCR (88).

Gen Cebador sentido (5°-3°) Cebador antisentido (5°-3) Sonda (5°-3")
STRC | GGCATCTCCAATCACTTCTTGTT AGAAATAGGGATCAAAGGAGTATTACAGA FAM-TATTATCTCCTAAGCCCTATACAT-MGBNFQ
RPP30 | GATTTGGACCTGCGAGCG GCGGCTGTCTCCACAAGT VIC-CTGACCTGAAGGCTCT-MGBNFQ

Los ADN en estudio se ajustaron a una concentracion de 20 ng/uL antes de iniciar el protocolo. La

preparacion de la mezcla de reaccidn por cada muestra y cada gen se llevé a cabo de la siguiente

manera:
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Ensayo STRC (Mix 1 — Target)

Ensayo RPP30 (Mix 2 — Referencia)

Reactivo Volumen (pL) Reactivo Volumen (pL)
Cebador forward (100 uM) 9.9 Cebador forward (100 uM) 9.9
Cebador reverse (100 uM) 9.9 Cebador reverse (100 uM) 9.9
Sonda (100 uM) 2.8 Sonda (100 uM) 2.8
H20 27.4 H20 27.4
Volumen total (uL) 50 Volumen total (uL) 50

A continuacidn, se prepard por cada muestra la siguiente mezcla:

Para cada paciente se realizaron tres réplicas del ensayo, por lo que se prepard la siguiente mezcla de

Mezcla por muestra (para 3 réplicas)

reaccion final por muestra:

La generacion de las gotas se llevd a cabo en el equipo Droplet Generatory se utilizé el PX1 Plate Sealer
para el sellado de las placas (ambos de Bio-Rad, Hercules, Estados Unidos). La reaccién de PCR digital

se realizé en un termociclador C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, Estados Unidos) y las

Mix 3 (Target + Referencia)

Reactivo Volumen (pL)
ddPCR SuperMix 11 L
Mix 1 - Target 1.1pL
Mix 2 - Referencia 1.1pL

Mix 3 39.6 pL
ADN paciente 3uL
H20 23.4 uL

condiciones de la reaccién fueron las siguientes:

Duraciéon | Temperatura

10 min 95°C
30s 94°C 40 ciclos
1 min 61,2°C

84




Material y Métodos

10 min 98°C

Una vez finalizada la reaccion la lectura se llevd a cabo en el lector QX200 Droplet Reader (Bio-Rad,
Hercules, Estados Unidos). El analisis de los resultados se realizé mediante el programa QuantaSoft

(Bio-Rad, Hercules, Estados Unidos).

9. Next Generation Sequencing (NGY)

La secuenciacién masiva en paralelo o Next Generation Sequencing (NGS) consiste en la secuenciacion
simultanea de millones de fragmentos de ADN. Esta tecnologia ha sido adoptada rapidamente en el
laboratorio clinico por su capacidad de analizar simultdneamente multiples genes o regiones con un
Unico testy por la gran reduccién de su coste en los Ultimos afios. En el caso de la hipoacusia, patologia

que presenta gran heterogeneidad de locus, esta tecnologia ha supuesto un gran avance.

La tecnologia de NGS engloba distintas plataformas con diferencias entre si a nivel de principio
quimico utilizado, método de deteccidn, etc. Sin embargo, en general todas ellas se basan en los
mismos pasos bdsicos: extraccion de ADN, preparacién de librerias, enriquecimiento de las zonas de

interés y secuenciacion (Figura 41).

Preparacion Seleccién por

4 ¢ Secuenciacion
de librerias captura

Seleccién por Preparacion
PCR de librerias

Secuenciacion

Figura 41. Esquema de los pasos generales de la secuenciacion masiva, modificado de Yohe et al. (136). A: Enriquecimiento
por captura: partiendo del ADN inicial se preparan las librerias, se sigue con la seleccion de las regiones de interés por captura,
para terminar con la secuenciacion. B: Enriquecimiento por PCR: El paso de seleccion por PCR ocurre previamente o en
combinacion con la preparacion de las librerias.
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La tecnologia elegida para este trabajo fue la targeted resequencing de lllumina, que consiste en el
aislamiento y secuenciacion de un grupo de genes o regiones de interés del genoma, lo que reduce el
tiempo y el coste de secuenciacidn y permite una secuenciacién de mayor profundidad con mayor
nivel de cobertura. Las regiones diana (target) se conocen como paneles y pueden ser disefiadas por

el consumidor o paneles comerciales disefiados por el fabricante.

En nuestro caso, el target o panel elegido fue el exoma clinico: la regidn codificante de mas de 4.000
genes asociados a patologia humana (genes OMIM). Se eligié este panel debido a que nos permite
disponer de gran cantidad de informacidn e ir filtrandola por paneles virtuales de forma dinamica,
pudiendo incorporar al analisis nuevos genes de interés en cualquier momento sin necesidad de

repetir la secuenciacion.

A. Preparacion de las librerias

Se hizo por enriquecimiento por captura con los kits de preparacién de librerias Trusight One
Sequencing Panel (lllumina Inc., San Diego, Estados Unidos) y Clinical Exome Solution V2 (Sophia

Genetics SA, Saint Sulpice, Suiza) (Figura 42).

Este paso consiste en la fragmentacion del ADN vy la adicién de adaptadores a sus extremos. Los
adaptadores son oligonucleétidos que pueden incluir cddigos de barras o indices moleculares (para
poder unir varias muestras), cebadores de PCR universales, secuencias de hibridacién para unir el ADN
a una superficie y secuencias de reconocimiento para iniciar la secuenciacién. El término libreria se
refiere a los fragmentos de ADN con adaptadores que estan ya listos para iniciar la secuenciacion. El
tamafio del ADN entre los adaptadores se conoce como insert size y corresponde al fragmento de ADN

de interés (136).

Para la cuantificacion del ADN de partida se utilizé el fluordmetro Qubit (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Estados Unidos) y se comprobd su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa.
Para la preparacion de las librerias se utilizaron los protocolos recomendados por las casas comerciales
de cada kit. La medida de la cantidad y calidad de las librerias se llevé a cabo en un equipo BioAnalyzer

2100 (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, Estados Unidos).

B. Enriquecimiento

Tanto en la secuenciacién de paneles de genes como en la de exomas completos la libreria se somete

a enriquecimiento, que consiste en la seleccién de las regiones de interés. El enriquecimiento puede
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realizarse por hibridacidon con secuencias complementarias (secuenciacién por captura) o por PCR
(secuenciacion por amplicones). La eleccién de la estrategia de enriquecimiento depende del objetivo
deseado: la secuenciacidn por captura es preferida para regiones gendmicas grandes y la PCR para
regiones mas pequefias que se quieran enriquecer en mayor medida (136). En nuestro caso, donde la

region de interés es de gran tamaiio, se eligié el enriquecimiento por captura.

Pool de librerias

Desnaturalizacién del ADN de doble hebra

1

S0 o e

Hibridacion de las sondas biotiniladas a las regiones diana
(target)

1

Bolas magnéticas

Y 3
’ ‘ con estreptavidina

Enriquecimiento mediante las bolas magnéticas con
estreptavidina

1

ey
C
Il

Elucién de las bolas magnéticas

Figura 42. Esquema de enriquecimiento de las librerias por sondas de captura.
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C. Secuenciacion

Para la secuenciacién de las librerias se utilizé la tecnologia de secuenciacion por sintesis (Sequencing
by Synthesis, SBS) de lllumina y se llevé a cabo en los equipos MiSeq o NextSeq (lllumina Inc., San
Diego, Estados Unidos) con lecturas paired end.

El primer paso de la secuenciacién es la generacidon de clusters: consiste en inmovilizar cada
fragmento de ADN de la libreria y amplificarlo clonalmente para generar una sefial lo suficientemente

grande para ser detectada (Figura 43).

l Flow Cell
Ciclos de
amplificacién en
puente (Bridge
amplification)
[ 2) ¥
10 (3 K4
Clusters

Figura 43. Generacidn de clusters o agrupaciones clonales en superficie sdlida de la tecnologia Illumina (Modificado de
https://emea.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing.htmi?langsel=/es/).

Unién de los templates
Los fragmentos de DNA de la libreria

En e' caso de /lluminal esto se ConSigue hibridan con los adaptadores fijados en

la superficie de la flow cell

mediante amplificacion en puente en una

célula de flujo (flow cell) que contiene en su

superficie secuencias complementarias a

Amplificacién en puente Generacién de clusters
IOS adaptadores de IOS fragmentos de DNA. Los extremos distales de los fragmentos Tras varias rondas de amplificacion, se
- ., hibridados interactdan con cebadores forman 100-200 millones de clusters o

La amplificacion clonal crea un cluster o cercanos dando lugar a la amplificacién, agrupaciones clonales.

agrupacion con aproximadamente 1000

Flow cell en patrones

. . , . Los micropocillos de la flow cell
COpIaS |dent|cas a un unico fragmento de dirigen la formacién de
clusters, aumentando la
densidad de los mismos.

ADN de partida aislado fisicamente de

otras moléculas de DNA. Figura 44. Amplificacion en puente en fase sélida de la tecnologia

lllumina (modificado de Goodwin et al. (137)).

Una vez generados los clusters se puede

iniciar la secuenciacion. Los secuenciadores //lumina utilizanla tecnologia SBS con terminacion ciclica
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reversible (cyclic reversible termination, CRT) y deteccién por fluorescencia. Se afiladen nucledtidos
terminadores marcados con fluorescencia y gracias a una polimerasa, el nucleétido marcado se unira
a la cadena que se estd elongando y terminara la reaccién. Los nucleétidos no unidos remanentes se
eliminan por lavado y la excitacién con laser produce una emisidon de fluorescencia que se registra
simultdaneamente para cada cluster de DNA. A continuacion, el marcador fluorescente y el bloqueante

del nucledtido unido se escinden y empieza el siguiente ciclo de sintesis (terminacion reversible).

[ ]
H HO HO
Adicion de nucledtidos Lo . iz .
. . Captacién de imagen Escisién del fluoréforo
Los nucledtidos marcados con fluoréforo y L. . -
. La superficie de la Flow cell se escanea Los fluoréforos son eliminados vy
bloqueados se incorporan a la cadena x R
L. . . con laser. Cada cluster emite un color lavados de la flow cell y se regenera el
durante la elongacion gracias a la polimerasa. ) . , L .
) correspondiente a la base incorporada grupo 3'-OH. Se inicia un nuevo ciclo
Cada cluster puede incorporar una base . . (.
diferente durante ese ciclo. con la adicién de nuevos nucledtidos.

Figura 45. Representacion esquemdtica de la secuenciacion por sintesis con terminacion ciclica reversible de Illumina.

Modificado de Goodwin et al. (137).
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D. Analisis bioinformatico

Un algoritmo bioinformatico (en inglés, pipeline) es a una serie de procesos computacionales
utilizados para transformar las sefiales brutas obtenidas de la secuenciacion NGS en resultados

interpretables. Un algoritmo bioinformatico tipico incluye tres niveles de andlisis (Figura 46):

*Base calling
sDemultiplexado

sAlineamiento de las

AnaIiSiS lecturas (= archivos
secundario | ke

®\Variant calling

FASTQ

sAnotacion de

Analisis las variantes

p terC|ar|o Filtrado de las
ariantes

Figura 46. Niveles de andlisis de un algoritmo o pipeline bioinformdtico.

D.1. Andlisis primario

El analisis primario se realiza en el propio secuenciador y consiste en los siguientes procesos:

a) Base calling o llamada de las bases: a cada sefial generada en el secuenciador se le asigna un
nucledtido con un intervalo de confianza determinado (Phred-like score o Q score).

b) Demultiplexado: gracias a los indices afiadidos durante la preparacidn de las librerias, las
lecturas de cada muestra se separan de las demas para poder analizarlas.

c) Trimming de los adaptadores: las secuencias correspondientes a los adaptadores se eliminan
de cada lectura generada, para obtener sélo la secuencia correspondiente al fragmento de

ADN de interés.

Esto da como resultado los archivos FASTQ. Estos datos se someten a un andlisis de calidad para
valorar la distribucién de longitud de las lecturas, los Q scores, el contenido en GC, etc. La

determinacion de la calidad de la secuenciacién se realiza mediante la herramienta FastQC (138).
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D.2. Andlisis secundario

Para el anadlisis secundario se utilizan herramientas bioinformaticas que pueden ser gratuitas o

comerciales. En nuestro caso, el andlisis secundario se hizo mediante la plataforma DNAnexus

(DNANexus, Inc., Mountain View, Estados Unidos) en el caso de los paneles TruSight One y con el

programa Sophia DDM (Sophia) en el caso del panel Clinical Exome de Sophia.

El analisis secundario consiste en los siguientes pasos:

a)

b)

Alineamiento de las lecturas: las lecturas generadas se mapean contra un genoma de
referencia, en nuestro caso el genoma humano GRCh37. La herramienta utilizada para
lecturas cortas como es nuestro caso es el alineador Burrows-Wheeler Aligner (BWA). En este
paso se generan archivos de formato sequence alignment map (SAM) o binary form of SAM
(BAM).

Llamada de las variantes (en inglés, variant calling): |as lecturas ya alineadas se comparan
con la secuencia de referencia y se identifican las variantes respecto a ella. Existen distintos
programas para la deteccién de variantes. En el nuestro caso se utilizd el Genome Analysis
Toolkit (GATK), dentro del pipeline de DNAnexus. Este proceso da lugar a los archivos Variant
Call Format (VCF), que consiste en un listado de todas las variantes detectadas y su frecuencia
alélica. Este formato de archivo es el que menos memoria ocupa y el mas manejable

computacionalmente (139).

La lista de las variantes del archivo VCF contendra todas las variantes de la muestra, incluyendo las

comunes, por lo que se sometera a interpretacion mediante el analisis terciario.

D.3. Andlisis terciario

El analisis terciario consiste en la anotacién y filtrado de las variantes contenidas en el archivo VCF.

a)

b)

Anotacidn de las variantes: las variantes detectadas se anotan respecto a bases de datos
como Human Genome Variation Society, predictores de su efecto en la transcripcién y
traduccion, dbSNP, OMIM, ClinVar, etc.

Filtrado de las variantes: el filtrado puede hacerse por frecuencia en poblacidn general, genes

de interés, modos de herencia o incluso patologias.

En nuestro caso, el anadlisis terciario a partir del VCF se llevé a cabo mediante la herramienta

bioinformatica Alissa Interpret (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, Estados Unidos), que permite
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crear algoritmos de filtrado y generar bases de datos propias de las variantes conforme se van

clasificando.

Figura 47: Ejemplo de algoritmo de filtrado para el andlisis de hipoacusias en el programa Alissa Interpret (Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, Estados Unidos).

E. Definicidn de los paneles de genes

Para el filtrado de las variantes se disefiaron distintos paneles virtuales de genes basados en los
descritos en PanelApp de Genomics England (62). De los paneles definidos por PanelApp, elegimos los
genes incluidos en los paneles de exoma clinico disponibles en nuestro laboratorio (TruSight One y

Clinical Exome Sophia).

Panel 1
Panel virtual de genes de alta evidencia de ser causa de hipoacusia (91 genes si se utilizé TruSight One
y 93 genes si se utilizé Clinical Exome Sophia). Los genes incluidos en este panel y los transcritos de

referencia analizados se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Genes incluidos en el Panel 1y transcritos de referencia utilizados. ° Sélo disponible en Clinical Exome Sophia. ? Sélo
disponible en TruSight One.

PANEL 1
Gen Transcrito Gen Transcrito Gen Transcrito Gen Transcrito
ABHD12 NM_001042472.2 ESRRB NM_004452.3 MARVELD2 NM_001038603.2 SALL1 NM_002968.2
ACTG1 NM_001199954.1 EYA1 NM_000503.5 MASP1 NM_001879.5 SALL4 NM_020436.3
ADGRV1® NM_032119.3 EYA4 NM_004100.4 MITF NM_000248.3 SERPINBG6 NM_004568.5
ALMS1 NM_015120.4 FGF3 NM_005247.2 MSRB3 NM_198080.3 SiIxX1 NM_005982.3
ATP6VIB1 NM_001692.3 GATA3 NM_001002295.1 MYH14 NM_001145809.1 SLC26A4 NM_000441.1
BCS1L NM_004328.4 GIPC3 NM_133261.2 MYH9 NM_002473.5 SIC4A11 NM_001174090.1
BSND NM_057176.2 GJB2 NM_004004.5 MYO15A NM_016239.3 SMPX NM_014332.2
CABP2? NM_001318496.1 GJ/B3 NM_024009.2 MYO3A NM_017433.4 SNAIZ2 NM_003068.4
CDH23 NM_022124.5 GPSM2 NM_013296.4 MYOo6 NM_004999.3 Sox10 NM_006941.3
CHD7 NM_017780.2 GRHL2 NM_024915.3 MYO7A NM_000260.3 50x2 NM_003106.2
CIB2 NM_006383.3 GRXCR1 NM_001080476.2 OPA1 NM_130837.2 STRC NM_153700.2
CLDN14 NM_144492.2 HOXA2 NM_006735.3 OTOA NM_144672.3 TECTA NM_005422.2
CLRN1 NM_001195794.1 HSD1784 NM_001199291.2 OTOF NM_194248.2 TIMMSA NM_004085.3
COCH NM_004086.2 ILDR1 NM_001199799.1 oroG? NM_001277269.1 T™cC1 NM_138691.2
COLI1IA2 NM_080680.2 KARS NM_001130089.1 PAX2 NM_003990.4 TMIE NM_147196.2
COL4A5 NM_033380.1 KCNE1 NM_000219.3 PAX3 NM_181457.3 TMPRSS3 NM_024022.2
COL4A6 NM_033641.3 KCNJ10 NM_002241.4 PCDH15 NM_001142763.1 TPRN NM_001128228.2
DFNAS5 (GSDME) NM_001127453.1 KCNQ1 NM_000218.2 PDZD7 NM_001195263.1 TRIOBP NM_001039141.2
DFNB59 (PJVK) NM_001042702.3 KCNQ4 NM_004700.3 PNPT1? NM_033109.4 USH1C NM_153676.3
DNMT1 NM_001130823.1 KIT NM_000222.2 POU3F4 NM_000307.4 USH1G NM_173477.3
DSPP NM_014208.3 LARS2® NM_015340.3 POU4F3 NM_002700.2 USH2A NM_206933.2
EDN3 NM_207034.2 LHFPL5 NM_182548.3 PRPS1 NM_002764.3 WFSs1 NM_006005.3
EDNRB NM_000115.3 LOXHD1 NM_144612.6 PTPRQ NM_001145026.1 WHRN NM_015404.3
ESPN NM_031475.2 LRTOMT NM_001145308.4 RDX*® NM_001260494.1
Panel 2

Panel que incluye 10 genes (9 en los casos en los que se utilizd el panel Clinical Exome Sophia) con
evidencia moderada sobre su relacién causal con la hipoacusia. Los genes de este panel y los

transcritos utilizados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Genes incluidos en el Panel 2 y transcritos de referencia utilizados. ® Sélo disponible en TruSight One.

PANEL 2
Gen Transcrito Gen Transcrito
ATP2B2 NM_001330611.1 HGF NM_000601.5
DIABLO NM_019887 KITLG NM_000899.4
DIAPH3 NM_001042517.1 MIR96 NR_029512
GJ/B6 NM_001110219 SIX5 NM_175875.4
HARS2 NM_012208.3 TNC? NM_002160.4

Panel 3
Panel de genes de evidencia insuficiente o contradictoria (163 genes si se utilizé TruSight One, 155

genes si se utilizd Clinical Exome Sophia) (Tabla 11).
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Tabla 11. Genes incluidos en el Panel 3 y transcritos de referencia utilizados. ® Solo disponible en TruSight One.

PANEL 3
Gen Transcrito Gen Transcrito Gen Transcrito Gen Transcrito
ABHD5 NM_016006 DIAPH1 NM_0052194 KCNMAZ NM_001014797.2 RPGR NM_001034853.1
ACAN NM_013227.3 DIo2* NM_001324462.1 LAMAZ2 NM_000426,3 RPS6KA3 NM_004586.2
ACTB NM_001101.3 DLX5 NM_005221.5 LARGE1 NM_004737.4 SCARB2 NM_005506.4
ALDH1A2 NM_001206897.1 DMD NM_004010.3 LFNG NM_001040167.2 SCRIB NM_182706.4
APAF1 NM_181861.1 EPHB2 NM_004442.7 LHX3 NM_179138.6 SDHD NM_003002.4
AQP4 NM_004028.4 ERBB4 NM_005235.2 LRP2 NM_004525.2 SLC12A6 NM_133647.1
ARSB NM_000046.3 ERCC1 NM_001983 MAFB NM_005461.4 SLC17A8 NM_139319.2
ATP1A2 NM_000702.2 ERCC2 NM_000400.3 MIR182 NR_029614.1 SLC19A2 NM_006996.3
ATP2B2 NM_001330611.1 ERCC3 NM_000122.1 MKKS NM_018848.3 SLC1A3 NM_004172.4
ATP6VOA4 NM_020632.2 ERCC4 NM_005236 MPV17 NM_002437.5 SLC26A5 NM_198999.2
ATP8B1 NM_005603.6 ERCC5 NM_000123.3 MSX2 NM_002449.4 SLC29A3 NM_018344.5
AXIN1 NM_003502.3 ESR2 NM_001291712.1 MTAP NM_002415.3 SLC33A1 NM_004733.3
BBS1 NM_024649.4 FAS NM_152872.3 MYO1A NM_001256041.1 SMS NM_004595.4
BBS4 NM_033028.4 FGFR1 NM_023110.2 mMyYoic NM_001080779.1 SOBP NM_018013.3
BCAP31® NM_001139457.2 FGFR2 NM_000141.4 MYOI1F NM_012335.3 S0D1 NM_000454.4
BCR NM_004327.3 FGFR3 NM_000142.4 NARS2 NM_024678.5 S0X9 NM_000346.4
BDNF NM_170731.4 FKBP14 NM_017946 NAV2 NM_001244963.1 SPINKS NM_006846.3
BLOC1S6 NM_012388.3 FOoXxCc1 NM_001453 NDP NM_000266.4 SPRY2 NM_005842.3
BMP4 NM_001202.4 FOXG1 NM_005249 NEUI® NM_000434.4 ST3GAL5 NM_003896.4
BTD NM_001281723.2 FOXI1 NM_012188 NEUROD1 NM_002500.4 TBC1D24 NM_001199107.2
CACNA1D NM_000720.3 FZD3 NM_017412 NF1 NM_000267.3 TBL1X NM_005647.3
CACNB2 NM_000724.3 FZD6 NM_003506.3 NLRP3 NM_004895.4 TBX1 NM_080647.1
CACNG2 NM_006078.3 GFl1 NM_005263 NOTCH1 NM_017617.5 TBX10 NM_005995.4
CASP3® NM_004346.2 GJA1® NM_000165.5 NR2F1 NM_005654.5 TCF21 NM_003206.3
CATSPER2 NM_172095.2 GJB1 NM_001097642.2 NTF3 NM_001102654.1 TCOF1 NM_001135243.1
ccDC50 NM_178335.2 GJ/B4 NM_1523212.2 NTRK2 NM_006180.4 TGFB2 NM_001135599.3
CD151 NM_004357.4 GLI3 NM_000168.3 NTRK3 NM_0010123382 THRA NM_003250.5
CDKN1B NM_004064.4 GPX1® NM_000581.3 OTOR? NM_020157.3 THRB NM_000461.5
CEACAM16 NM_001039213 GRID1 NM_017551.2 oTx2 NM_021728.3 T/P2 NM_004817.4
CELSR1 NM_014246.1 GSTM1 NM_000561.3 PHEX NM_000444.6 TMPRSS5 NM_030770.3
CHRNAS9 NM_017581.3 GSTP1 NM_00085.3 PITX2 NM_153426.2 TNFRSF11B NM_002546.4
CcISD2 NM_001008388.4 GSTT1 NM_000853.3 PMP22 NM_000304,2 TRMU NM_018006.5
COL11A1 NM_080629.2 GUSB NM_000181.3 POLD1 NM_001256849.1 TRPV4 NM_021625.4
COL2A1 NM_001844.4 HAL NM_002108.3 POLH NM_006502.2 TSHR NM_000369.2
COL4A3 NM_000091.4 HARS NM_002109.5 POLRIC NM_203290.4 TYRP1 NM_000550.2
COL4A4 NM_000092.4 HMX2 NM_005519.1 POLRID NM_15972.3 VANGLZ NM_20335.2
COL9A1 NM_001851.4 HOXA1 NM_005522.4 POUI1F1 NM_001122757.2 XPA NM_000380.3
COL9A2 NM_001852.3 HTRAZ2 NM_013247.4 PROP1 NM_006261.4 XPC NM_004627.4
COL9A3 NM_001853.3 1GF1 NM_001111293.2 PRRX1 NM_022716.3 YAP1® NM_001282101.1
CRYM NM_001888.4 JAG1 NM_000214.3 PTK7 NM_002821.4
DDB2 NM_000107.2 JAG2 NM_002226.4 RASA1 NM_002890.3
Panel 4

Panel de 7 genes candidatos de hipoacusia. La seleccién de estos genes se hizo por busqueda

bibliografica en PubMed utilizando los términos “deafness + mouse” y “deafness + mouse + cilium”, y

posteriormente se eligid los que estaban disponibles en los paneles de exoma clinico utilizados en este

trabajo. El objetivo de esta busqueda fue identificar genes relacionados con patologia ciliar en cuyos

estudios experimentales con ratones knockout se hubiese detectado sordera como efecto inesperado

o secundario segun la bibliografia cientifica publicada (Tabla 12).
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Tabla 12. Genes incluidos en el panel 4 y transcritos de referencia utilizados. ® Solo disponible en TruSight One.

PANEL 4
Gen Transcrito Gen Transcrito
PEX6 NM_000287.3 cLu NM_001831.3
TULP1 NM_003322.5 NPTN NM_012428.3
TULP3? NM_001160408.1 CEMIP NM_001293298.1
SESN2 NM_031459.4

F. Interpretacion de las variantes

La interpretacidon de las variantes para diagndstico de la hipoacusia se hizo siguiendo la guia del
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (140). Esta guia asigna evidencias en base
a varios criterios respecto a una variante en particular y proporciona reglas para combinacion de todos
los criterios para clasificar que una variante es patogénica, probablemente patogénica, incierta, LB o
N. Los criterios incluyen frecuencias alélicas de la variante en de bases de datos poblacionales y
prevalencia de una variante en afectos, datos de segregacidn, estudios funcionales, tipo de variante y
su efecto segun los predictores, similaridad de la variante con otras variantes patogénicas conocidas,
modelos computacionales de efecto y el modo de herencia (136).

Sélo se analizaron las variantes de las regiones codificantes y las regiones intrénicas adyacentes de
cada gen (exones +/- 10 pb) con una cobertura mayor a 20x. Para la priorizacion y clasificacion de las

variantes se tuvieron en cuenta los siguientes criterios:

e Modo de herencia
e Presenciay clasificacidn en bases de datos de hipoacusia:
- ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)
- Deafness Variation Database (DVD) (http://deafnessvariationdatabase.org/)
- HGMD Professional (Qiagen) (48)
- ClinGen Variant Browser (https://erepo.clinicalgenome.org/evrepo/)(61)
e Frecuencia en la poblacién general: GnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/). Sélo se
analizaron las variantes a una frecuencia poblacional <1%.
e Naturaleza de la variante (cambio de aminoacido, truncamiento de la proteina...)

e Predictores bioinformaticos: Varsome (https://varsome.com/), Alamut Visual (Interactive

Biosoftware), CADD (https://cadd.gs.washington.edu/).

e Dominio afectado de la proteina.
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e Asociaciones gen-patogenicidad descritas: ClinGen Gene Validity Curation Browser

(https://search.clinicalgenome.org/kb/gene-validity).

e Mecanismos de patogenicidad
e Informacidn cientifica publicada.

e Segregacidn de la variante con la hipoacusia.
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Resultados

1. Caracteristicas de la cohorte de pacientes

Se incluyeron en el estudio 100 pacientes de la CAV-Euskadi: 82 del Hospital Universitario Donostia
(HUD, Donostia-San Sebastian), 10 del Hospital Universitario de Cruces (HUC, Barakaldo), 4 del
Hospital Universitario de Basurto (HUB, Bilbao) y 4 del Hospital Universitario Araba (HUA, Vitoria-
Gasteiz). Por provincias, 54 pacientes provenian de Gipuzkoa, 34 de Bizkaia y 8 de Araba. En 4 casos

no constaban datos demogréficos sobre el lugar de residencia (Figura 48).

Origen en funcién del centro Origen en funcién del
hospitalario lugar de residencia

= HUD = GIPUZKOA

= HUB = BIZKAIA
= HUC ARABA

HUA = DESCONOCIDO

Figura 48. Origen de los pacientes estudiados en funcion del centro solicitante del estudio y del lugar de residencia de los
pacientes. HUD: Hospital Universitario Donostia; HUB: Hospital Universitario de Basurto;, HUC: Hospital Universitario de
Cruces; HUA: Hospital Universitario Araba.

Las caracteristicas mds comunes de dichos pacientes fueron: sexo femenino (55%), hipoacusia
congénita (62%), profunda (30%), simétrica bilateral (53%), estable (54%) y tratada con IC unilateral o
bilateral (54%). EI 50% de los pacientes referia antecedentes familiares de hipoacusia y 5 pacientes

(5%) reportaron la existencia de consanguinidad en su familia (Figura 49).
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Figura 49: Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio. Cada categoria se representa en un color. Las columnas
representan el porcentaje de pacientes de cada categoria.

2. Clasificacion genética de los pacientes

Las variantes obtenidas tras la aplicaciéon de los algoritmos de filtrado se clasificaron siguiendo los

criterios del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (140) en una de las

siguientes clases:

+ 4+ + + o+

Clase 1: Variante Benigna (B)

Clase 2: Variante Probablemente Benigna (PB)

Clase 3: Variante de Significado Incierto (VSI)

Clase 4: Variante Probablemente Patogénica (PP)

Clase 5: Variante Patogénica (P)

Las variantes identificadas y clasificadas como benignas (clase 1) o probablemente benignas (clase 2)

no se muestran en este trabajo.

Se consideré RESULTADO POSITIVO o DIAGNOSTICO aquel que cumplia alguno de los siguientes

criterios:
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a) Una variante P/PP en heterocigosis en un gen de herencia autosémico dominante (AD).
b) Una variante P/PP en homocigosis en un gen de herencia autosdémico recesivo (AR).

c) Dos variantes P/PP en heterocigosis en un gen de herencia AR.

d) Una variante P/PP y una variante VSI en heterocigosis en un gen de herencia AR.

e) Una variante P/PP en hemicigosis en un gen ligado al cromosoma X de herencia recesiva (XLR).

Se consideré RESULTADO NO CONCLUYENTE aquel que presentaba una o mas VSI que cumplian el
modo de herencia de la patologia asociada al gen, pero no reunian los criterios para atribuirles una
clasificacidn de caracter patogénico ni benigno segun los criterios de la ACMG. Entre estos resultados
no concluyentes, los que por sus caracteristicas y evidencias aparentaban una mayor probabilidad de
causalidad se denominaron variantes candidatas en este trabajo y se valoran en una seccién

independiente de los resultados.

Se consideréd RESULTADO NEGATIVO aquel cuyas variantes, independientemente de su clasificacion,
no cumplian con el modo de herencia de la patologia asociada al gen (e.g., portadores de una variante
patogénica en heterocigosis en un gen recesivo) o aquellas que no presentaban ninguna variante VSI,

PP ni P en los genes analizados.

3. Resultados globales

De los 100 pacientes incluidos en este estudio, 62 fueron positivos (62%). El estudio de primera linea
permitié diagnosticar a 32 pacientes (52% de los diagndsticos totales), mientras que 30 (48%) fueron
diagnosticados con el estudio de segunda linea gracias al Panel 1 de genes de alta evidencia (Figura

50).

Estudio de primera linea Estudio de segunda linea Estudio de tercera linea

* GJB2
« STRC (CNV)
* Mitocondriales

® Panel 1
® Panel 2
® Panel 3

H b
| Diagnosticos: 32 i | Diagnésticos: 30 i

Figura 50. Diagndsticos obtenidos en este trabajo.

* Panel 4
(genes
candidatos)
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Los Paneles 2 (genes de evidencia moderada) y Panel 3 (genes de evidencia limitada o discrepante) no
aportaron diagnodsticos adicionales (Figura 51), aunque permitieron el hallazgo de nuevas evidencias

sobre alguno de los genes incluidos en los mismos, que se discuten en el apartado IV de esta tesis.

70

60 2 &2 62

50

40 I positivos

30

Tasa diagnostica

20 acumulada

10
0 0

primeralinea segundalinea segundalinea segunda linea

panel 1 panel 2 panel 3

Figura 51. Tasa de diagndstico genético de hipoacusia en este trabajo. Las barras azules representan el nimero de casos
positivos. La linea roja representa la tasa diagndstica acumulada (%).

De los pacientes no diagnosticados, 20 resultados fueron no concluyentes (53%) y los 18 restantes

(47%) fueron negativos (Figura 52).

Diagnosticados en
segunda linea

30 Negativos

18

No

diagnosticados No
38 concluyentes

Diagnosticados en
primera linea
32

Figura 52. Resultados globales positivos, negativos o no concluyentes obtenidos.
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Resultados

3.1. Pacientes diagnosticados

En la Tabla 13 se muestran las variantes genéticas, asi como las patologias y herencias asociadas, de

los 62 pacientes diagnosticados.

Tabla 13. Pacientes diagnosticados y variantes causales de HA identificadas en cada caso, con la patologia asociada y su
modo de herencia. Las variantes nuevas se resaltan en color rosa. AD: autosomico dominante. AR: autosémico recesivo.

Homocigosis
POO1 STRC delecion DFNB16 AR
(CNV=0)

P002 GJB2 c.35delG p.Gly12Valfs*2 Homocigosis DFNB1A AR
P0O05 GJB2 c.35delG p.Glyl2Valfs*2 Homocigosis DFNB1A AR
¢.4403G>C p.Arg1468Pro Heterocigosis
P006 STRC Heterocigosis DFNB16 AR

Delecion
(CNV=1)
P010 OTOF €.2485C>T p.GIn829* Homocigosis DFNB9 AR
Homocigosis
PO11 STRC delecién DFNB16 AR
(CNV=0)
Homocigosis
P012 STRC delecion DFNB16 AR
(CNV=0)
c.71G>A p.Trp24* Heterocigosis
P013 GJB2 DFNB16 AR
¢.250G>C p.Val84Leu Heterocigosis
P0O15 BSND c.23G>A p.Arg8GIn Homocigosis DFNB73 AR
PO16 MYH14 c.3439G>A p.(Glu1147Lys) Heterocigosis DFNA4 AD
GJB2 c.35delG p.Glyl2Valfs*2 Heterocigosis
P017 DFNB1A AR
GJB6 del(GJB6-D1351830) Heterocigosis
P018 GJB2 c.35delG p.Glyl2Valfs*2 Homocigosis DFNB1A AR
Homocigosis
P0O19 STRC delecion DFNB16 AR
(CNV=0)
P020 MYO6 c.2544delA p.Lys848Asnfs*9 Heterocigosis DFNA22 AD
c.434G>A p.Cys145Tyr Heterocigosis
P023 ILDR1 DFNB42 AR
c.280G>A p.Asp94Asn Heterocigosis
c.1404delA p.Vald69Cysfs*27 Heterocigosis
P025 OTOF DFNB9 AR
¢.5125G>T p.Aspl1709Tyr Heterocigosis
c.2740G>A p.Glu914Lys Heterocigosis
P028 MYO15A DFNB3 AR
¢.6004delG p.Glu2002Argfs*27 Heterocigosis
c.2485C>T p.GIn829* Heterocigosis
P029 OTOF DFNB9 AR
c.4275G>A p.Trp1425* Heterocigosis
P0O30 MYH14 c.1656G>A p.(Pro552=) Heterocigosis DFNA4A AD
c.35delG p.Glyl2Valfs*2 Heterocigosis
P032 GJB2 DFNB1A AR
c.617A>G p.Asn206Ser Heterocigosis
P033 MYO15A c.1657delC p.Arg553Glyfs*76 Homocigosis DFNB3 AR
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P035
P036

P038

P042

P043

PO46

P048
PO50

PO51

P052

PO53

P054

P057

P059

P062

P064

P065

P068
P069

P072

P073

P074
P077

P080

P082

P086

BSND

GJB2
GJB2

MT-RNR1

LOXHD1

STRC

TECTA
MYO15A
GJB2
GJB2
GJB6

MT-RNR1

GJB2

MT-RNR1

MYO7A

GJB2

T™MC1

GJB2
GJB2

WFS1

GJB2

MT-RNR1

GJB2

GJB2

TMPRSS3

MT-RNR1

MYO7A

OTOF

c.23G>A
c.35delG

c.35delG

m.1555A>G

c.4663G>T

c.232delC

€.5188C>T

c.3107G>A

€.3874T>C
c.35delG

c.35delG

p.Arg8GIn
p.Gly12Valfs*2

p.Gly12Valfs*2

p.GIn78Serfs*20

p.Glu1555*

delecion

p.Argl1730*
p.Cys1036Tyr
p.Phel292Leu
p.Glyl2Valfs*2

p.Glyl2Valfs*2

del(GJB6-D1351854)

m.1494C>T
c.35delG
c.439G>A

m.1494C>T

c.849+5G>A

c.35delG
€.229T>C
€.645C>A
c.1679A>T
c.35delG
c.35delG
€.2051C>T
c.35delG

c.596C>T

m.1555A>G

c.35delG
c.439G>A
c.35delG

c.208delC

m.1555A>G

c.479C>G
€.5722T>A

c.2649C>A

p.Glyl2Valfs*2

p.Glul47Lys

p.(?)

p.Glyl2Valfs*2
p.Trp77Arg
p.Tyr215*
p.Asp560Val
p.Gly12Valfs*2
p.Glyl2Valfs*2
p.Ala684Val
p.Gly12Valfs*2

p.Ser199Phe

p.Gly12Valfs*2
p.Glul47Lys
p.Glyl2Valfs*2

p.His70Thrfs*19

p.Ser160Cys
p.Phe1908lle

p.Cys883*
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Homocigosis
Homocigosis

Homocigosis

Homoplasmia

Heterocigosis
Heterocigosis
Heterocigosis
(CNv=1)
Heterocigosis
Heterocigosis
Homocigosis
Homocigosis
Heterocigosis
Heterocigosis
Homoplasmia
Heterocigosis
Heterocigosis

Homoplasmia

Homocigosis

Heterocigosis
Heterocigosis
Heterocigosis
Heterocigosis
Homocigosis
Homocigosis
Heterocigosis
Heterocigosis

Heterocigosis

Heteroplasmia

Heterocigosis
Heterocigosis
Homocigosis

Homocigosis

Homoplasmia

Heterocigosis
Heterocigosis

Heterocigosis

DFNB73
DFNB1A
DFNB1A

HA asociada o
noa

aminoglucésidos

DFNB77

DFNB16

DFNA12
DFNB3

DFNB1A

DFNB1A

HA mitocondrial

DFNB1A

HA mitocondrial

DFNB2, Usher
tipo 1B

DFNB1A

DFNB7/11

DFNB1A
DFNB1A
DFNA6/14/38

DFNB1A

HA asociada o
noa

aminoglucosidos

DFNB1A

DFNB1A
DFNB8/10

HA asociada o
noa

aminoglucosidos
DFNA11,

Usherl

DFNB9

Resultados

AR
AR

AR

matrilineal

AR

AR

AD
AR

AR

AR

matrilineal

AR

matrilineal

AR

AR

AR

AR

AR
AD

AR

matrilineal

AR

AR
AR

matrilineal

AD/AR

AR
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¢.4809C>G p.Tyrl603* Heterocigosis
c.35delG p.Glyl2Valfs*2 Heterocigosis

P087 GJB2 DFNB1A AR
¢.101T>C p.Met34Thr Heterocigosis

P088 TECTA c.5668C>T p.Arg1890Cys Heterocigosis DFNA12 AD

P089 GJB2 c.35delG p.Glyl2Valfs*2 Homocigosis DFNB1A AR

P0O91 GJB2 c.35delG p.Glyl2Valfs*2 Homocigosis DFNB1A AR
c.4596+4A>G - Heterocigosis

P092 MYO15A DFNB3 AR
¢.6004delG p.Glu2002Argfs*27 Heterocigosis

P093 TECTA c.714C>G p.Asn238Lys Heterocigosis DFNA12 AD
GJB2 c.35delG p.Glyl2Valfs*2 Heterocigosis

P095 DFNB1A AR
GJB6 del(G/B6-D1351830) Heterocigosis

HA
neurosensorial
P096 ESPN c.2230G>A p.Asp744Asn Heterocigosis AD
sin alteracién
vestibular

P097 GJB2 ¢.551G>A p.Arg184Gin Heterocigosis DFNA3A AD

P098 OTOF c.2485C>T p.GIn829* Homocigosis DFNB9 AR
€.283G>A p.Val95Met Heterocigosis

P099 GJB2 DFNB1A AR
c.427C>T p.Argl43Trp Heterocigosis
GJB2 c.439G>A p.Glul47Lys Heterocigosis

P100 DFNB1A AR
GJB6 del(GJB6-D1351854) Heterocigosis

P101 MYO6 c.1976G>A p.Arg659GIn Heterocigosis DFNA22 AR
c.2485C>T p.GIn829* Heterocigosis

P103 OTOF DFNB9 AR
c.1469delC p.Pro490Hisfs*6 Heterocigosis
Heterocigosis

delecién

P104 STRC (CNv=1) DFNB16 AR

€.4917_4918delCAinsCT p.Leul640Phe Heterocigosis

En particular, 16 genes diferentes estuvieron implicados en los casos positivos. Los mas frecuentes
fueron, por orden de frecuencia: variantes patogénicas en los genes GJB2 (39% de los pacientes
diagnosticados), STRC (11%), OTOF (10%), los genes MYO15A y MT-RNR1 (6% de los casos positivos
cada uno) y el gen TECTA (5%). Estos 6 genes suponen el 77% de los casos positivos. Los 10 genes

restantes representaron cada uno como maximo un 3% de los casos diagnosticados (Figura 53).

El 76% (47/62) de las patologias asociadas en los pacientes positivos fue de herencia AR, el 18% (11/62)

de herencia AD, y el 6% (4/62) fueron hipoacusias mitocondriales de herencia matrilineal (Figura 53).
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WFS1
1

MYO7A LDRl (Al [

\TMCI
MYOG

BSND

LOXHDl

TMPRSS3 Matrilineal
! 4

MYH14
2

AR
47

Figura 53. Genes implicados en los casos diagnosticados (n=62) y herencias de las patologias asociadas a los mismos.

Los 16 genes implicados se presentaron en 17 fenotipos distintos (Figura 54), ya que el gen GJB2 se
manifestd como DFNB1 y DFNA3. Ademds, en cinco pacientes se detectaron alteraciones en genes
potencialmente relacionados con HA sindrédmicas: dos casos presentaron variantes en el gen BSND,
asociado a Sindrome de Bartter tipo 4; en dos pacientes se detectaron variantes en el gen MYO7A
potencialmente causantes de sindrome de Usher tipo 1; y un paciente presenté una variante en

heterocigosis en el gen WFS1 asociada al sindrome Wolfram-like AD (hipoacusia y atrofia éptica).
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HANS AD sin alteracion vestibular g ; 2

DFNB42 g 1 2

Sd. Wolfram-like | g ; 2

DFNB10 g 1 2

-

DFNB7/11 pum 1 2
DFNB77 g 1 2
DFNA3 g 1 2

DFNAY  pm > °

DFNA11/Usher tipol |mmmm > 3

w

DFNA2? s >

Sd. Bartter tipo 42 | g >  °

DFNAL? o 3 °
DFNB3  m— 4 i
HA mitocondrial  p— 4 6
DFNBY  m—— 0

DFNB16  o— 7 1

DFNB1

23

10 15 20 30 35 40

% del total de diagndsticos M N2 casos

Figura 54: Fenotipos de hipoacusia en los individuos con resultado positivo. Las barras azules representan el numero de casos
de cada categoria y las barras amarillas el porcentaje correspondiente. Los casos potencialmente sindromicos se resaltan
enmarcados con un recuadro rojo.

Si calculamos la tasa diagndstica en funcion de las caracteristicas de la hipoacusia del paciente (edad
deinicio, grado de HA y antecedentes familiares de HA), los grupos con mayor rendimiento diagndstico
fueron el de HA congénita (tasa diagndstica = 68%) y el de HA profunda (68%) (Figura 55). La presencia
de antecedentes familiares de HA aumenté ligeramente el rendimiento diagndstico respecto a la HA

esporadica (62% vs 59%) (Figura 55).

Edad de inicio Grado de hipoacusia Antecedentes familiares

100

90 83
80 75

70 63 65

- 62 60 . 8 60

50 52
44 44
50 39 43 43
40
31 30

30 25 26 . 23

20 14 15 14 15

10 ° 73 & 86 ° I I I I 6 s

. - - [ n | |

Y N Y > < 2 > 2 L <P 2
@ R RS R B & L & O R &5 R
o> . (\Qo . (\QO . (\% (8] v & < N & 2 o
& > A O & o e o «? o o
Ie) N & ) O Qo Q¢ o) ©
C ? Q R & & &
Q Q
Totales M Diagnosticados Tasa diagndstica (%)

Figura 55. Tasa diagndstica (%) obtenida en funcidn de las caracteristicas de la HA (edad de inicio, grado y antecedentes
familiares de hipoacusia). Las columnas en color azul claro representan los casos totales de cada categoria; las columnas en
color azul oscuro representan los casos diagnosticados dentro de esa categoria; las columnas en color amarillo representan
el porcentaje de tasa diagndstica de la categoria.
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Los genes implicados en la etiologia de la HA varian en funcion de la edad de inicio de ésta (Figura 56).

TMCI TMPRSSQ Congénita (n=42) Prelingual (n=4) Perilingual (n=3)

ESPN

WFSl / p

M VDE
MYH1 4
M Y07A

TEC TA

Postlingual (n=7) Desconocido (n=6)

Figura 56. Genes implicados en funcion del momento de inicio de la hipoacusia.

La HA de inicio congénito presenta la mayor heterogeneidad genética, con 13 genes implicados, de los
cuales el mas frecuente fue el gen GJB2 (40% de los casos, 17/42), seguido de STRCy OTOF (12% cada
uno). El resto de genes representaban una menor proporcion. Ademas, el 74% de las causas genéticas
de HA congénita fueron de herencia AR (31/42), mientras que el 19% fueron de herencia AD (8/42) y
el 7% de herencia mitocondrial (3/42) (Figura 56). En HA de inicio prelingual, el gen GJB2 fue el tnico

identificado como causal (Figura 56).

Sin embargo, conforme la edad de inicio va aumentando, la prevalencia del GJB2 decrece: en los tres
pacientes con HA de inicio perilingual, los genes implicados fueron BSND (2/3) y LOXHD1 (1/3),
suponiendo el 67% y el 33%, respectivamente, mientras que en el caso de los pacientes con HA
postlingual las causas identificadas fueron variantes patogénicas en los genes TECTA (2/7, 29%), GJB2,
MT-RNR1, MYO6 y STRC (1/7 6 14% cada uno) (Figura 56). En cuanto al modo de herencia, entre las

HA de inicio postlingual se observa que la proporcién de HA causada por variantes de herencia AD
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aumenta hasta el 43% (3/7) (Figura 57), estando implicado el gen TECTA en dos de los casos y el gen

MYO6 en otro caso (Figura 56). De hecho, el gen TECTA sélo se identificd en pacientes con HA de inicio

postlingual, y los genes BSND y LOXHD1 sélo en pacientes con HA perilingual (Figura 56).

Congénita
100
79
80
60
40 30

13
20
I § >
0 - —

Mitocondrial

Prelingual Perilingual Postlingual

100 100

50
33
17
00 0o 3 0o 0o 2 3 1

AR AD Mitocondrial AR AD Mitocondrial AR AD Mitocondrial

Inicio desconocido

100

AD

0 0

Mitocondrial

Figura 57. Herencias de las patologias diagnosticadas en los casos positivos, en funcién del momento de inicio de la HA.

Si analizamos los genes causales en funcion del grado de HA, también se observan ciertas diferencias

en los genes implicados (Figura 58). El gen GJB2 aparece en todos los rangos de gravedad de

hipoacusia, aunque se puede observar que, a menor grado de HA, menor es la relevancia del gen GJB2

como causa de la misma. Este gen es la causa principal de las HA moderada, severa y profunda, aunque

su mayor representacion (55%) esta en la profunda. Los demas genes se restringen en mayor medida

ciertos grados de HA: el gen OTOF sélo se identificd en pacientes con HA severa o profunda; el gen

MT-RNR1 mitocondrial sélo en la HA moderada y severa; y los genes TECTA y STRC sélo aparecen en

HA leve y moderada (Figura 58). La causa mayoritaria de HA leve es el gen STRC (4/10, 40%).
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Figura 58. Genes implicados en funcion del grado de hipoacusia.
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3.2. Pacientes no diagnosticados

Resultados

En 38 de los 100 pacientes iniciales (38%) no se pudo llegar al diagndstico genético de la HA.

Tras el estudio de primera linea y el Panel 1 de la segunda linea (genes de alta evidencia), se obtuvo

un resultado no concluyente en 20 de estos 38 pacientes (53%). Es decir, presentaban una o mas

variantes de significado incierto (VSI) que, cumpliendo el modo de herencia de la patologia asociada

al gen, no reunian los criterios necesarios para clasificarlos como patogénicos ni como benignos (seguin

la clasificacion de la ACMG) (Tabla 14).

Entre estos los pacientes con resultado no concluyente, 8 individuos presentaban en el Panel 1 (genes

de alta evidencia) alguna VS| con una mayor probabilidad de ser causantes de la HA del paciente. Estas

variantes las denominamos como “variantes candidatas” y se resaltan en la Tabla 14 en color amarillo.

Tabla 14. Variantes genéticas identificadas en pacientes con resultado no concluyente, con las patologias y modos de herencia
asociadas al gen. Las variantes candidatas se resaltan en color amarillo.

Clasificaci

Herenc

ID Gen Variante Estado Patologia
6n ACMG ia
USH2A c.14174G>A p.(Trp4725%) Het P S. Usher tipo 2, RP AR
GJB2 c.35delG p.(Gly12Valfs*2) Het P DFNB1A AR
TMPRSS3 c.1276G>A p.(Ala426Thr) Het PP DFNB8/10 AR
P003 S.QTlargo 1,S.QT corto 2,
KCNQ1 c.898G>A p.(Ala300Thr) Het VSI S. Jervell y Lange-Nielsen, AD/AR
Fibrilacién atrial familiar 3
MYO7A c.2427G>T p.(GIn809His) Het VSI DFNA11, DFNB2, S. Usher 18 | AD/AR
P007 KIT €.2663G>A p.Arg888GIn Het VSI Piebaldismo, otros AD/AR
OTOF c.4463A>T p.Asp1488Val Het VSI DFNB9 AR
P009 S. Usher tipo 2, Retinosis
USH2A ¢.15364T>C p.Cys5122Arg Het VSI AR
pigmentaria
EDN3 ¢.568_569delGA p.Asp190GInfs*61 Het VS| S. Waardenburg tipo 4 AD/AR
MYH14 c.4582G>A p.Glu1528Lys Het VS| DFNA4A AD
P021
DFNA17,
MYH9 c.4697A>T p.Lys1566Met Het VS| Macrotrombocitopenia AD
con/sin nefritis o HANS
P022 EYA1 ¢.1140+10A>G p.(?) Het VSI S. BOR AD
MYH14 c.5987G>A p.Arg1996His Het VSI DFNA4A AD
P037
GSDME ¢.1270_1273delTCTG p.Ser424Metfs*12 Homo VSI DFNAS AD
WFS1 c.1106A>C p.Lys369Thr Het VSI DFNA6/14/38, S. Wolfram | AD/AR
P039 ALMS1 c.743G>C p.Ser248Thr Het VS| S. Alstrom AR
LOXHD1 €.6156G>C p.Val2052= Het VSI DFNB77 AR
P040  SLC4A11 c.1364C>A p.Pro455GIn Het Vsl Distrofia de cérnea e HA AR
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USH2A

WHRN

COL4A5

KARS
PO41

TECTA

CDH23

COL11A2

P049

PCDH15
STRC
T™MC1
TMPRSS3
PO56 OPA1
P058 ESRRB

P061 -
PCDH15
PO75 T™MC1
WHRN
COL11A2
P076
PCDH15
UHS1C
MYH9
P079
SLC4A11
S0X10
P081
TRIOBP

€.12343C>T

€.33C>G
€.2308G>A
c.2558T>G

c.1825A>C

c.4163G>A

c.5131C>T

¢.6108C>G

c.142C>T

€.2209G>A
€.5179G>C
c.341A>G
¢.1000G>A
€.2506C>T

c.448C>T

c.1642G>A

C.46G>A

c.209A>G

c.1615C>T

c.1120C>A
c.4673_4676delTTAG

c.851T>A

€.3838G>A

c.19C>T

c.416G>A

c.4736G>C

p.Argd115Cys

p.Serl1Arg
p.Glu770Lys
p.Leu853Arg

p.Asn609His

p.Arg1388His

p.Leul711Phe

p.lle2036Met

p.Argd8Trp

p.Ala737Thr
p.Glul727GIn
p.Glul14Gly
p.Asp334Asn
p.Arg836Trp
p.Argl50Trp

p.Glu548Lys

p.Glul6Lys

p.Asn70Ser

p.Arg539Trp

p.GIn374Lys
p.Val1558Glufs*3

p.Leu284GIn

p.Val1280Met

p.Arg7Trp

p.Gly139Asp

p.Ser1579Thr
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Het

Het
Het

Hemi

Het

Het

Het

Het

Het

Het
Het
Het
Het
Het

Het

Het

Het

Het

Het

Het

Het

Het

Het

Het

Het

Het

VS|

VS|
VS|
VS|

VS|

VS|
Nl

N

VSI

VS|
VS|
VS|
VS|
Nl
Nl

VSI

VS|

N

VSI

Nl
Nl

Nl

VS|

N

Nl

VS|

S. Usher tipo 2, Retinosis

pigmentaria

DFNB31, S. Usher 2D

S. Alport

DFNBS9, S. Charcot-

Marie-Tooth

DFNA8/12, DFNB21

DFNB12,
S. Usher 1D

DFNA13 (601868);
DFNB53 (609706); S.
Sicklert tipo 111 (184840);
Fibrocondrogénesis
AD/AR (614524);
Displasia
otospondilomegaepifisari
a AD/AR (184840;
215150)
DFNB23, S. Usher tipo 1D

DFNB16
DFNA36, DFNB7
DFNB8/10

S. Atrofia dptica plus

DFNB35

DFNB23,

S. Usher tipo 1F
DFNA36, DFNB7
DFNB31,

S. Usher tipo 2D

DFNA13 (601868);
DFNB53 (609706); S.
Sicklert tipo 11l (184840);
Fibrocondrogénesis
AD/AR (614524);
Displasia
otospondilomegaepifisari
a AD/AR (184840;
215150)

DFNB23,

S. Usher tipo 1F
DFNB18A,

S. Usher tipo 1C

DFNA17,
Macrotrombocitopenia
con/sin nefritis o HANS

Distrofia corneal endotelial
Fuchs-4,

Distrofea corneal endotelial e
HA perceptiva,
Distrofia corneal endotelial
S. PCWH,

S. Waardenburg 2E 0 4C

DFNB28

AR

AR

LX

AR

AD/AR

AR

AD/AR

AR
AR
AD/AR
AR
AD
AR

AR

AD/AR

AR

AD/AR

AR

AR

AD

AR

AD

AR



P083

P084

P085

P0S0

P094

P105

USH1G

CDH23

PCDH15

PAX3

MYO15A
MYO15A

WFS1

CLRN1

ESPN

CDH23
MYO3A

¢.1012G>A

c.40G>A

€.2596G>A

c.721A>T

€.9665G>A
€.6530G>A

c.976G>A

c.401C>T

c.1426A>C

¢.5050C>T
c.1193C>A

p.Gly338Arg

p.Val866Met

p.Thr241Ser

p.Arg3222His
p.Arg2177GIn

p.Ala326Thr

p.Prol34Leu

p.Lys476GIn

p.Arg1684Cys
p.Ser398*

Het

Het

Het

Het

Het

Het

Het

Het

Het

Homo

Het

VS|

Nl

VS|

N

VS|
VS|

VS|

N

Nl

VS|

S. Usher 1G
DFNB12; S. Usher
1D/F(AR/DR)
DFNB23; S. Usher
1D/F(AR/DR)

S. Craniofacial-HA-mano,

S. Waardenburg tipo 1y tipo
3

DFNB3
DFNB3

DFNA6/14/38,
S. Wolfram 1,
S. Wolfram-like AD

S. Usher tipo 3A,
Retinitis pigmentosa 61

DFNB36, S. Usher tipo 1M,
HANS sin afectacion vestibular
AD

DFNB12, S. Usher 1D

DFNB30

Resultados

AR

AR/DR

AR/DR

AD/AR

AR
AR

AD/AR

AR

AD/AR

AR
AR

Cada variante candidata, en el contexto de la patologia del paciente, se describe en el apartado de

resultados en el gen correspondiente, incluida con las demas variantes P/PP.

3.3. Resultados del Panel 2 (genes de evidencia moderada), Panel 3 (genes de

baja evidencia) y Panel 4 (deafness+mouse)

Una vez establecido el diagndstico en el 62% (62/100) de los pacientes gracias a la combinacién del

estudio de primera linea y el Panel 1 del estudio de segunda linea, hemos querido aportar nuevas

evidencias sobre otros genes relacionados con la HA. Para ello, en los 38 pacientes no diagnosticados

con dicha estrategia hemos ampliado el analisis a los Paneles 2 (genes de evidencia moderada) y 3

(genes de evidencia limitada o discordante). Muchos de estos genes se encuentran incluidos en los

paneles rutinarios de HA de diferentes laboratorios de diagndstico genético a nivel mundial. Para

algunos existen evidencias a favor de su asociaciéon con HA no sindrémica pero con un nimero escaso

de pacientes reportados. En otros casos, las evidencias halladas hasta la fecha son discordantes. Y

otros muchos son genes asociados a HA pero de manera sindrémica, de forma que ademas de HA, el

paciente con alteraciones en esos genes deberia presentar otras patologias no relacionadas con el

oido.

111



Resultados

Los 38 pacientes con resultado negativo o no concluyente tras el estudio de primera linea y el Panel 1
de la segunda linea (genes de alta evidencia) fueron analizados a continuacién con los Paneles 2 y 3.

Las variantes identificadas con estos paneles se muestran en la Tabla 15.

El Panel 2 incluye 10 genes de evidencia moderada respecto a su asociacion con HA no sindrémica
(ATP2B2, DIABLO, DIAPH3, GJB6, HARS2, HGF, KITLG, MIR96, SIX5Y TNC) y nos ha permitido encontrar
variantes de interés que podrian aportar nuevas evidencias respecto a la patogenicidad de los genes

ATP2B2, SIX5 y HGF:

e El paciente P061 presenta la variante ¢.1067-2A>G en heterocigosis en el gen ATP2B2, que
afecta un sitio candnico aceptor del splicing, por lo que probablemente dé lugar a una
proteina truncada. Esta variante no se encuentra descrita previamente en las bases de datos
de HA ni tampoco se ha encontrado en poblacién general.

e El paciente PO09 presenta en heterocigosis la variante ¢.2098G>A (p.Asp700Asn) en el gen
SIX5. Esta variante ha sido descrita por la base de datos DVD como VSl y estd presente en baja
frecuencia en poblacion general (GnomAD: 0.014%), aunque los predictores bioinformaticos
sugieren un efecto patogénico.

e En el paciente PO55 se ha identificado la variante c.2168A>G (p.Tys723Cys) en heterocigosis
en el gen HGF. Se trata de una variante nueva de cambio de sentido que afecta a un residuo
conservado. Ademas, dicha variante estd ausente en las bases de datos de HA y en poblacion

general, y los predictores bioinformaticos describen su efecto como deletéreo.

El andlisis con el Panel 3 (genes de evidencia limitada o discordante) de los 38 pacientes no
diagnosticados dio como resultado el hallazgo de 101 variantes en total (excluyendo las benignas o
probablemente benignas), lo que supone una media de aproximadamente 3 variantes por paciente.
De estas 101 variantes, 5 son patogénicas heterocigotas en genes asociados a HA AR y se discuten a

continuacion:

e El paciente PO07 presenta en el gen TJP2 la variante patogénica en heterocigosis ¢.1894C>T
(p.Argb632*).

e El paciente PO37 presenta la variante patogénica c.342+1G>C en heterocigosis en el gen TJP2.

e El paciente P022 presenta en heterocigosis la variante patogénica ¢.362dupC

(p.Glul22Argfs*7) en el gen FKBP14.
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Resultados

e El paciente PO55 presenta la variante patogénica c.2073T>G (p.Tyr691*) en heterocigosis en
el gen ATP8B1, que no ha sido descrita previamente y no se encuentra en poblacién general.

Ademas, este paciente presenta la variante c.1637G>A (p.Arg546GIn) en el gen COL9A2.

Las 96 variantes restantes obtenidas tras el analisis con el Panel 3 son VSI en heterocigosis. Con el fin
de seleccionar las de mayor probabilidad de ser patogénicas, hemos utilizado como criterio el
predictor CADD (Combined Annotation Dependent Depletion) (141), que proporciona un Phred-like
score que nos permite priorizar cuantitativamente las variantes en base a sus caracteristicas.
Siguiendo las recomendaciones de Ensembl Variation Pathogenicity Prediction para la priorizacion de
variantes (142), hemos utilizado como punto de corte un CADD score >30. Aunque este limite es
arbitrario, en base a él esperamos seleccionar las variantes que se encuentran entre el 0,1% de las
variantes mas patogénicas de todas las posibles en el genoma humano (141). Diez de las variantes

presentan un CADD score 230:

El paciente P044 presenta en heterocigosis la variante ERCC3:¢c.1552G>A (p.Gly518Arg).

e El paciente P047 presenta en heterocigosis la variante THRA:c.54-1G>A.

e El paciente P049 presenta en heterocigosis la variante NAV2:c.3185G>A (p.Arg1062GlIn).

e El paciente PO55 presenta en heterocigosis la variante NOTCH1:¢.5837G>A (p.Arg1946His).
e El paciente PO56 presenta en heterocigosis la variante LAMAZ2:¢c.725G>A (p.Arg242His).

e El paciente PO60 presenta en heterocigosis la variante FGFR1:c.2434C>T (p.Arg812Cys).

e El paciente P066 presenta en heterocigosis la variante CACNA1D:c.2789G>A (p.Arg930His).
e El paciente PO75 presenta en heterocigosis la variante TRMU:c.650A>G (p.Glu217Gly).

e El paciente PO76 presenta en heterocigosis la variante ATP8B1:¢.3683G>A (p.Argl228Pro).

El paciente P084 presenta en heterocigosis la variante APAF1:¢.1327G>A (p.Asp443Asn).

Por ultimo, los 38 pacientes negativos fueron analizados mediante el Panel 4, que incluye genes que
hayan mostrado HA como efecto colateral en ratones modificados genéticamente. Esto dio como

resultado el hallazgo de Unicamente dos variantes inciertas en heterocigosis:

e TULP3:c.779G>A (p.Arg260His) en el paciente P040.
e PEX6:c.1802G>A (p.Arg601Gln) en el paciente PO75.

A continuacién se muestran todas las variantes identificadas mediante los paneles 2, 3 y 4 en los 38

pacientes (Tabla 15).
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Tabla 15. Variantes identificadas en los 38 pacientes negativos o no concluyentes, tras el andlisis mediante los Paneles 2, 3 y 4. Solo se muestran las variantes de MAF<1% no clasificadas como
benignas o probablemente benignas segtn los criterios de la ACMG. Het: heterocigosis; Homo: homocigosis; Hemi: hemicigosis; AD: autosémico dominante; AR: autosémico recesivo; LX: ligada
al cromosoma X; DR: digénico recesivo; D: Desconocido,; B: Benigno,; PB: probablemente benigno; VSI: variante de significado incierto; PP: probablemente patogénico; P: Patogénico; NA: no

aplicable.
Modo d GnomaD | GromAD Patol Conclusié
D Panel Gen Transcrito Variante Estado H° ot dbSNP ClinVar DVD HGMD MAF méx. omo SIFT Polyphen CADD GERP asociadaalgen | referente a HA
erencia B hemi PN
(%) ) (OMIM#) no sindrémica
P003 3 M2 | NM_001244963 | c6093+3T>C |  Het D 1937719531 | Ausente | Ausente | Ausente 0.003 0 N NA 159 | Conservado - ‘qu;?ﬁ“d:e
¢.584C>T Conflictiva HA distoniae . ]
BN | NM_001139457 Hemi X 5111450526 Ausente | Ausente 0.14 92 Deletéreo deblemente | o5y | Grcvado | hipomidlinzacgn | Ve endetaa
p.Thr195Met (IB/1PB\S) deletéreo ceretral (300475) evidencia
Actedicto
Vestibul: VG, portador en
POO4 3 | NM_012188 RS 1 et AR 1574013685 |  Ausente Vsl Ausente 0.002 0 Tolerado F“ﬁ:“’?"‘“e 45 | Conservado e gndebsia
b, etereo Aargado evidencia
(600797)
Charcot-Mari
CH79T>G Conflictiva . . Tohtpoowgy, | VS PEren
HRS NM_002109 A Het ADIAR rs768076848 Ausente P 0.12 0 Deletéreo Berigno 22 Conservado A gendebaja
p.Ser227Ala 1PB/1VSI S Wsher tipo3B -
( ) ™R evidencia
; S Stickler tipol .
azy | NM 001844 c.2714T>C Het AD rs1271505111 |  Ausente | Ausente | Ausente 0.0009 0 Toerado | TomblemEe |y | Grevado | (Dpdsplasias | VO nOEncRbda
p.Val905Ala deletéreo esqueldticas evidenda
€.2296A>G S Apert (A S VSl en gen de beja
iteis NM_022970.3 Het AD Ausente Ausente Ausente Ausente - Tolerado Benigno 203 Conservado | CQrouzon (AD); dtras ="
p.Thi766Ala displasias evidenda
Atrdfia cerebelosa,
retraso del
desarrolloy .
KOWH | NM_001322830 | C22M4C>A Het ADIAR | rs587780363 Vs Ausente | Ausente 0.007 0 Tolerado 184 | Conservado comisones | ‘D engendetaa
p.Asp738Glu evidenda
@TBLPR; S
Liang-Wang
(618729)(AD); otros
3 o V4 het.engencon
evidendia
PO07 mac NM_001080779 ¢.808-4C>T Het D 1748712532 PB Ausente Ausente 0.05 0 NA NA 53 - dsputadade
asociacidna HAAD
Anemia
megaloblastica
VS, portador en
qO%2 | NM_006996 C967G>A Het AR 15780140526 | Ausente | Ausente | Ausente 0.0009 0 Deletéreo | TTORBETEE | o0l | eervade | MeSPdedora gendeboja
p.Val323Met deletéreo tianina con idenci
diabetese e a
HA249270)
P p Cdlestasis
c.1894C>T P (colestasi (colestasi (colestasi progresiva Pen gen de baia
192 NM_004817 . Het ADIAR | rs928915940 familiar familiar familiar Ausente - NA NA 4 Conservado intrahepética g
p.Arg632 intrahepatica) intrahepa- intrahepa- familiar tipo 4 (AR) evdenca
tica) tica) (615878
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Resultados

GnomAD GrEtiy P c
D Panel Gen Transcrito Variante | Estado | odode dbSNP ClinVar DVD HGMD MAF mx. Homol SIFT Polyphen CADD GERP asociadaalgen | referente a HA
erencia hemi P
(%) ) (OMIM#) no sindrémica
Retraso mental,
Somenta, V8, portador en
¢.1268A>G Probablerente protrusion mexilar ]
P008 3 P NM_018013 p.Asn423Ser Het AR rs534621562 Ausente Ausente Ausente 0.002 0 Tolerado deletéreo 238 Conservado y estrabiso (AR gen 3:-?3
©1367) evidena
S Branqui-oto- S engende
2 9% NM_175875 ¢.2098G>A Het AD 1s374469828 |  Ausente Vsl Ausente 0.014 0 Deletéreo | ORBETEE | o | reevado | renal BR (D cvidendia
p.Asp700Asn deletéreo ©108%) disutada
S Barcet-Hed
MG | NM_018848 CA2TBCA |y AR 15145781686 | Ausente | Ausente | Ausente | Ausente . Tolerado Boni 75 N eesms | (TR
- p.His426GIn go - conservado | MeKisick-Kaufren 9;“ dem'a
P009 (RZT0)
Susceptibilidad al
3 Cancer Colarrectal
- ; ADEIZSN; S de .
€.2095G>A Conflictiva . Posiblermente " ; VS engende baja
g NM_001308632 p.GIUB99Lys Het AD 161751955 (1PBAVSI) Ausente Ausente 0.03 0 Deletéreo deletéreo 259 Conservado n;:ipgli:ih , avidencia
lipodistrofia AD
61538))
P21 | 2,34 - - - - - - - - - -
Disfundidn nodo
sinoatrial e HAAR
(61898);
¢.5356G>C ) Adesterorismo VS, portader en
CAONID NM_000720 p.Ala1786Pr0 Het AD/AR 1199874790 VS| PB Ausente 0.04 0 Tolerado Benigno 2 Conservado mns}al;; , g:wn 3::?5
P022 3 alteraciones
neuroldgicas AD
©15474)
S Bhlers-Danlos
¢.362dupC ) P, portador engen
AE4 NM_017946.3 GUZAGST Het AR 15542489955 PILP Ausente P 0.1 0 NA NA NA Conservado um(lggs%m de beja evidendia
P024 | 234 - - - - - - - - - -
DANGT? 2D
8533,
brocondragénedis Vdengende
a4 | NM_080629 CA459TC>A Het ADIAR Ausente PB Ausente 0.012 0 Tolerado Beni 2 Creervado | RS inc
= p.Ala1533Thr rs769920499 - gno Marshall AD evicenda
(54780, 5 beja/rocerada
P026 3 Sitckler tipo2
(604841)
Agenesiade
.94C>T , Posiblenrente Ditilmente | CwerPoclosocn VS, partadar en
024 NM_005135 p.Arg32Tr Het AR 15150751809 VS| Ausente Ausente 0.51 1 Deletereo deletéreo 166 ;ﬂ:;p;tl:R g:wn 3:?5
(218000)
c3724T>C . Probablenente VGl het engende
i NM_181861 p.Tyr1242His Het D rs763208735 Ausente Ausente Ausente 0.0004 0 Deletéreo deletéreo 293 Conservado - beja evidendia
POt 3 €.2300C>T Débilmente | (1008005 S (;ST;-L VS het de
» . 1 engen
FOR3 NM_001163213 pAIa767Val Het AD/AR rs140211846 VS| Ausente Ausente 0.06 0 Tolerado Benigno 165 YR EOTAT) beja evidendia
ctros sindromes
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GnomAD GrEtiy P c
D Panel Gen Transcrito Variante | Estado | odode dbSNP ClinVar DVD HGMD MAF méx. Homod SIFT Polyphen CADD GERP asociadaalgen | referente a HA
erencia o hemi N
(%) ) (OMIM#) no sindrémica
Distrofia muscular
congénita
deficiente en
merosina AR VG, portador en
LA#Z | NM_000426 CHsCT | et AR 15890766655 | Ausente | Ausente | Ausente 0.02 0 Deletéreo ‘ﬁ“e, Ete | g Conservado | (607588}, Disrofia endebeja
PATGToRLY etereo musaar de evidendia
extrenidadesy
caderas AR23
@813
S Adas-Cliver 5
NM_017617 C4238G>A Het AD 371068504 Vs Ausente | Ausent 0.015 0 Tolerado Beni o3 | Dehilmente E‘}Dﬁﬁ e | VWengndetsia
NOTCH |_| p.Arg1413His e rs usente usente . igno . : e avidendia
vélvua adrtical
AD(09730)
; Neoplasia .
PO34 | 3 VB | NM_004064 c38TA Het AD Ausente | Ausente | Ausente | Ausente - Deletéreg | FOSDEMENE | 0 | Grenvado | ExocinaMitipe | 'S el
p.Leu13GIn deletéreo N evidencia
tipo IV, AD (610755)
c419C>G qunazxai:ggl?ﬁ Vengende
A3 NM_001853 " Het AD/AR Ausente Ausente Ausente Ausente - Tolerado Benigno 24 Conservado X evidencia
p.Pro140Arg (600969); S b
Sickler AR 3/oderada
Ateracidn
c.584G>A , Probablemente plaguetaria de la VS engende baja
AR NM_004442 pArg195His Het AR 15370909083 Ausente Ausente Ausente Ausente - Deletéreo deletéreo 281 Conservado coaguiadién tipo2 avidendia
P037 3 AR(618462)
B | NM_182706 pfg‘ljﬁf}g Het b) 15144081360 | Ausente | Ausente | Ausente 0.13 0 Tolerado d’add:eéeo'e te | 22 | cosenvado - \Sengence b2
Colestasis
progresiva .
192 NM_004817 | c342¢1G5C |  Het AR 15368013562 | Ausente | Ausente | Ausente 0.006 0 NA NA 3 Conservado intrahepética Pengencetap
faniliartipo4 (AR
615878)
P039 | 23,4 - - - - B B - - - -
Anemia
megaloblastica
. VS, portador en
3 | qow 0-1399G>A Het AR 15147884156 | Ausente | Ausente | Ausente 0.019 0 Deletéreg | FOSDOMENe | yp0 | vado | MeSPodedmaa gndetja
p.Alad67Thr deletéreo tiarina con idendia
P040 dbetese HA e
(249210
4 ur NM_003324 JAZ??JQS Het D 15193281338 | Ausente | Ausente | Ausente 0.06 0 Deletéreo szzgne 259 | Conservado - Gengen
o VG, portador en
c.460G>C . . Débilrente . L
o | NM_001851 o VeltALa Het AD 138583503 PB PB Ausente 0.07 0 Deletéreo Benigno 25 S Stickler gen E‘:n etv;fua
. Acondroplasia
P04t 3 e | NMO0TER213 | TORRR | et | ADBR | e | Ausente | Ausente | Ausente | Ausente ; Tolerado R’:db:{ge 155 | Coserec | (TR jrtiolvliaii
ctros sindrones
Mz | NM_001244963 | STEITR 1 Homo D 15144927008 | Ausente | Ausente | Ausente 025 0 Deletéreo Benigno 133 Mo - ‘Bb;g‘:nmd‘*
Xeroderma .
¢.1552G>A . Probablerente . VSl en gen de baja
P044 3 R3 NM_001303418 p.Gly518Arg Het AR 11172169844 Ausente Ausente Ausente 0.002 0 Deletéreo deletéreo 32 Conservado pg{;&?))m evidendia
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GnomAD GnomAD P ¢
D Panel Gen Transcrito Variante | Estado | odode dbSNP ClinVar DVD HGMD MAF mx. Homol SIFT Polyphen CADD GERP asociadaalgen | referente a HA
erencia o hemi N
(%) ) (OMIM#) no sindrémica
Colestasis
1453+8A>G No  progresiva VS en gen de baja
7 NM_004817 ¢ Het AR Ausente Ausente Ausente 0.003 0 NA NA 02 intrahepédtica o
p? conservado | pariliar tipo 4 (4R) evidenda
(615878)
S Apart AR
(203780), AD
€.3829G>A Conflictiva . Probablemente (104200); VS engende baja
a3 NM_000091 p.Gly1277Ser Het AD/AR 15190598500 (1PPLVS)) P P 0.09 0 Deletéreo deletéreo 248 Conservado Ferraturiabenigra evidendia
fariliar AD
(141200)
S Adarrs-Qliver 5,
.2922C>T AD(616028) VS en gen de baja
P047 3 NOTCH NM_017617 § _ Het AD Ausente Ausente Ausente Ausente 0 NA NA 137 Conservado enfermedad de =
p.Glya74= 151380594425 \ninei evidendia
aadrtical,
AD(109730)
S Treacher- .
c.187C>T . Probableente - VS en gen de baja
oA NM_001135243 p Arg63TrD Het AD 1s367964727 VSl VS| Ausente 0.08 0 Deletéreo deletéreo 265 Conservado a(ullllmsAD avidendia
o Hpotirdidismo )
c.54-1G>A Conflictiva p VS engende baja
THA NM_003250 0.2 Het AD 15199530759 (1P/1B) Ausente Ausente 0.02 0 NA NA 34 Conservado wgzzgﬂé)m evidendia
¢.388G>T , Probableente VSl en gen de baja
AHA? | NM_001206897 p.Ala130Ser Het AR 1115875978 Ausente Ausente Ausente 0.7 2 Deletéreo deletéreo 263 Conservado - avidendia
DANBY4 (618434);
Deficiencia de
¢.1031G>T . Probablemente fosforilacién VS het engende
MR NM_024678 p Gly34aval Het AR 15915521643 Ausente Ausente Ausente Ausente - Deletéreo deletéreo 267 Conservado odidstiva evidendia limitada
corrbinada 24
(616239)
¢.3185G>A . Probableente VS het engende
Nz NM 001244963 P Arg1062GIn Het D 1140706274 Ausente Ausente Ausente 0.012 0 Deletéreo deletéreo 3 Conservado - beja evidendia
P049 3 - C4139GoA ) VS het engende
p.Ser1380Asn Het D 1148735649 Ausente Ausente Ausente 0.74 1 Tolerado Benigno 177 Conservado - i evidenda
L Enfermedad de
¢.59C>T ! Debilmente A VS het engende
INRSHAIB NM_002546 p.Thi20lle Het AR 15140846266 Ausente Ausente Ausente 0.03 0 Tolerado Benigno 163 Paget juvenil 5 AR heja evidencia
Fallo hepético
infantil transitorio
¢9.10delCTinsG o
- . Dehilmente AR (61070); VSl portador engen
TR NM_018006 G Het AR 1575417986 B Ausente Ausente Ausente - Tolerado Benigno - Modificadar de HA de baja evidendia
p.LeudVal N .
rritocondrial
(613070)
R VS portador engen
2 HF NM_000601 02168A>C Het AR Ausente Ausente Ausente Ausente - Deletéreo bl Srene 215 Conservado DANBB9 (608265) de evidendia
p.Tyr723Cys deletéreo roderada
Colestasis
P055 ¢.2073T>G intrahepdtica P portader, gen de
AIP88 NM_005603 P Tyr691" Het AR Ausente Ausente Ausente Ausente - NA NA 35 Conservado faniliar tipo1 (AR beja evidendia
3 (211600)
c.1637G>A Probablemente S Stickler tipoV, Phet engende
oz NM_001852 pArg546Gin Het AR 1s754945201 Ausente VS| Ausente 0.005 0 Tolerado deletéreo 3 Conservado AR(EI28L) evidendia linitada
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Panel

Gen

Transcrito

Variante

Estado

Modo de
Herencia

dbSNP

ClinVar

DvD

HGMD

GnomAD

MAF max.

(%)

GnomAD
Homo/
hemi

(n)

SIFT

Polyphen

CADD

GERP

(o

asociada ;I gen
(OMIM#)

referente a HA
no sindrémica

Displasia epifisaria
mitiple2, AQ
(600204)

NM_000601

¢.2168A>G
p.Tyr723Cys

Het

AR

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

Deletéreo

Probablemente
deletéreo

215

Conservado

DANBB9 (608265)

VS portador engen
de evidencia

NM_000426

€.5530C>T
p.Arg1844Cys

Het

AR

r$56173620

Conflictiva
(2LB/2VSI)

Ausente

Ausente

0.176

Tolerado

Probableente
deletéreo

21

Conservado

Distrofia muscular
congérita
deficiente en
merosina AR
(607588); Oistrofia
nuscular de
extremidadesy
caderas AR23
(618138)

\S, portador en
gendebaja
evidenia

NM_017617

¢.5837G>A
p.Arg1946His

Het

AD

rs777423973

Ausente

Ausente

Ausente

0.033

Deletéreo

Probablemente
deletéreo

Conservado

S de Adams-Qliver
5, AD (616028);
enfermedad de

vélwda adrtical,
AD(109730)

VS en gen de baja
evidencia

NM_001308632

c.17G>A
p.ArgéGin

Het

AD

rs778275831

Conflictiva
(1PB/5VSI)

Ausente

Ausente

0.005

Tolerado

24

Conservado

Susceptibilidad al
Cancer Colarectal
AD(612591); S de
hipoplasia
mendibular, HAy
lipodistrofia AD
(615381)

V9 engende baja
evidencia

P056

NM_000426

c.725G>A
p.Arg242His

Het

AR

rs373570586

VSl

Ausente

Ausente

0.064

Deletéreo

Probablerente
deletéreo

Conservado

Distrofia muscular
congérita
deficiente en
merosina AR
(607588); Distrofia
muscular de
extrenidadesy
caderas AR23
(618138

\S, portador en
gendebaja
evidencia

P058

NM_005506

.1262C>T
p.Thr421Met

Het

AR

rs149474488

\&l

Ausente

Ausente

0.067

Deletéreo

Probableente
deletéreo

25

Débilmente

Bpilepsia
mioddnica
progresiva con/sin
insuficiencia renal
AR (254900

V9 engende baja
evidencia

NM_001135243

c.939A>G
p.Lys313=

Het

AR

Ausente

Ausente

Ausente

Ausente

69

Débilmente

S Treacher-
Colllins AD
(154500)

V9 engende baja
evidencia

P060

NM_004028

¢.605T>C
p.Met202Thr

Het

1572557975

Ausente

Ausente

Ausente

0.002

Tolerado

184

Conservado

V9 engende baja
evidencia

NM_001174064

€.2434C>T
p.Arg812Cys

Het

AD

rs17182463

B/PB

0.09

Deletéreo

Probablemente
deletéreo

Conservado

S Hartsfield AD
(615465);
Hpogonadismo
hipogonadotrdpico
conosinanosmia
AD(147950); S
Jackson-Weiss AD
(123150), otros
sindromes AD

VS en gen de baja
evidencia
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Resultados

GnomAD GnomAD P ¢
D Panel Gen Transcrito Variante | Estado | odode dbSNP ClinVar DVD HGMD MAF mx. Homol SIFT Polyphen CADD GERP asociadaalgen | referente a HA
erencia (%) :n’;“ (OMIM) no sindrémica
» S de Donai- .
¢.5551C>G . Debilmente VSl en gen de baja
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Disfuridn de oo
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119




GnomAD

GnomAD P: g C
ID Pane! Gen Transcrito Variante | Estado | Modode dbSNP ClinVar DVD HGMD MAF méx. Horo! SIFT Polyphen CADD GERP asociadaalgen | referentea HA
Herencia o hemi N
(%) ) (OMIM#) no sindrémica
c.65A>G Probablemente VS engende baja
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erencia o hemi N
(%) ) (OMIM#) no sindrémica
infecciones
senorespiratorias,
con/sin HA LX
(300455)
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GO NM_017551 AinsGG Het D Ausente Ausente Ausente Ausente - NA NA NA NA - g,;. ¥
pMEt430val evidena
21 Acidosis tubular
€.2011-8G>A Debilmente VS en gen partador
ATP\VO0 NM_020632 02 Het AR 15183571925 B Ausente Ausente 04 D NA NA 42 ren(d dstal, AR e beja evidenia
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4. Resultados por genes

A continuacién, se describen las variantes identificadas en los individuos diagnosticados y las variantes

candidatas de los pacientes no concluyentes.

Los resultados de los pacientes han sido agrupados en funcién del gen implicado, con el fin de poder

facilitar la comparacion de los tipos de variante, los dominios afectados y los fenotipos de hipoacusia,

entre ellos y con la bibliografia publicada.

4.1. Gen GJB2

El 24% (24/100) de los pacientes estudiados en este trabajo presentaron hipoacusia asociada a GJB2.

Las variantes identificadas en cada individuo y las caracteristicas clinicas de cada paciente se resumen

en la Tabla 16.

Tabla 16: Pacientes con hipoacusia por alteraciones en el gen GJB2 diagnosticados en este trabajo. BL: bilateral; BLs: bilateral
simétrica; mat: materno; pat: paterno.

P002 c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | homocigosis mat/pat DFNB1A Congénita | Moderada BLs Estable
P0O05 c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | homocigosis mat/pat DFNB1A Congénita Severa BL Desconocida
c.71G>A p.Trp24* heterocigosis
P013 mat/pat DFNB1A | Congénita Profunda BL Estable
¢.250G>C p.Val84Leu |heterocigosis
c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 |heterocigosis
P0O17 mat/pat DFNB1A | Congénita Profunda BLs Estable
del(GJB6-D1351830) heterocigosis
P018 c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | homocigosis | desconocido DFNB1A Congénita | Moderada BLs Estable
c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 |heterocigosis
P032 mat/pat DFNB1A | Congénita | Moderada BLs Progresiva
c.617A>G | p.Asn206Ser |heterocigosis
PO36 c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | homocigosis | desconocido DFNB1A Congénita Profunda BLs Estable
P0O38 c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | homocigosis mat/pat DFNB1A Congénita Profunda BLs Estable
PO51 c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | homocigosis | desconocido DFNB1A Congénita Severa BLas Estable
c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 |heterocigosis
P052 mat/pat DFNB1A Prelingual Severa BLs Progresiva
del(GJB6-D1351854) heterocigosis
c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | heterocigosis
P054 mat/pat DFNB1A | Congénita Severa BL Estable
c.439G>A | p.Gluld7Lys |heterocigosis
c.35delG; |p.Glyl2Valfs*2 | heterocigosis
P062 desconocido DFNB1A Prelingual Severa BLs Estable
€.229T>C p.Trp77Arg |heterocigosis
P0O65 c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | homocigosis | desconocido DFNB1A |[Desconocido| Profunda BL Estable
P068 c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | homocigosis | desconocido DFNB1A Congénita Profunda BL Estable
P072 c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | heterocigosis mat/pat DFNB1A Congénita Profunda BL Estable
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¢.596C>T | p.Serl99Phe |heterocigosis
c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | heterocigosis

P073 desconocido/pat| DFNB1A | Congénita Profunda BL Estable
c.439G>A | p.Gluld7Lys |heterocigosis

P074 c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | homocigosis | desconocido DFNB1A Prelingual Profunda BL Estable
c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 |heterocigosis

P087 mat/pat DFNB1A | Postlingual Leve BLs Estable
¢.101T>C | p.Met34Thr |heterocigosis

P0O89 c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | homocigosis mat/pat DFNB1A Prelingual Severa BLs Desconocido

P091 c.35delG | p.Glyl2Valfs*2 | homocigosis mat/pat DFNB1A | Congénita Leve BL Progresiva
c.35delG |p.Glyl2Valfs*2 |heterocigosis

P095 desconocido DFNB1A |Desconocido| Profunda BL Estable
del(GJB6-D1351830) heterocigosis

P097 | c.551G>A | p.Argl84GIn |heterocigosis| desconocido DFNA3A | Congénita Profunda BL Estable
c.283G>A | p.Val95Met |heterocigosis

P099 mat/desconocido| DFNB1A Congénita Profunda BL Estable
c.427C>T | p.Argld3Trp |heterocigosis
€.439G>A | p.Gluld7Lys |heterocigosis

P100 mat/pat DFNB1A | Congénita Severa BLs Estable
del(GJB6-D1351854) heterocigosis

Se encontraron 13 variantes patogénicas diferentes, 12 de ellas de herencia AR, causantes de DFNB1,
y una de herencia AD, causante de DFNA3. Por otro lado, 11 de las variantes eran variantes

patogénicas puntuales en el exdn 2 y dos fueron grandes deleciones del gen GJB6.

La variante c.35delG (p.Gly12Valfs*2) representa el 66% de los alelos patogénicos identificados (31 de
los 47 alelos patogénicos totales en GJB2). La segunda variante patogénica mas frecuente fue
c.439G>A (p.Glul4d7Lys), que se identifico en 3 casos (6%), seguida de las deleciones del(GJB6-
D1351830) y del(GJB6-D1351854), identificadas 2 veces cada una de ellas (4% cada delecidn). El resto

de las variantes patogénicas fueron unicas (Figura 59).
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Figura 59. Frecuencia de alelos patogénicos en el gen GJB2 identificados en este estudio.
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El fenotipo de las hipoacusias causadas por el gen GJB2 en nuestra cohorte fue mayoritariamente de

inicio congénito, profundo y estable (Figura 60).

Edad de inicio Grado de HA Progresion

De sconomdo Leve
‘ |
Congénita s
17 cvers Estable
19

Figura 60. Caracteristicas clinicas generales de los pacientes con HA debida a variantes patogénicas en GJB2.

Desconocido
Postllngual 3)

Moderada
Progreswa

Catorce de los 23 pacientes con DFNB1 (14/23, 61%) presentaban dos variantes de truncamiento
(variantes que generan un codén de parada prematuro) o delecién de la regidn reguladora del gen
GJB2, mientras que en 6 pacientes (6/23, 26%) un alelo era de truncamiento y el otro una variante de

cambio de sentido. En 1 caso (4%), ambas variantes patogénicas eran de cambio de sentido.

Si agrupamos los pacientes en funcidn de la combinacién de tipo de las variantes, no se observan
grandes diferencias en el fenotipo de hipoacusia, aunque el porcentaje de HA profunda en el grupo
de dos variantes de truncamiento es casi el doble que en el grupo de truncamiento con variante de
cambio de sentido (50% vs 28%) (Figura 61). El Unico caso postlingual fue en un individuo con una
variante de truncamiento y la variante hipomérfica de cambio de sentido ¢.101T>C (p.Met34Thr)
(Figura 61). Solo un caso de DFNB1 fue causado por dos variantes patogénicas de cambio de sentido

y presentaba HA profunda, estable y de inicio congénito (datos no mostrados en esta figura).
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Edad de inicio Grado de HA Progresion

Leve
1

Desconocido
2

Desconocido
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asociado a dos 2 ™
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10
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1 1
Fenotipo Leve
asociadoauna  Pprelingual Moderada i
variante de 1 1 —
truncamiento
conuna
gy;i.‘s;:se en Estable
Severa 6

3

Figura 61. Fenotipo de hipoacusia en funcion de si el paciente presenta dos variantes de truncamiento o una de truncamiento
con una de cambio de sentido.

A continuacién, se muestran los audiogramas de seis pacientes con hipoacusia causada por la variante
patogénica frecuente c.35delG en homocigosis (Figura 62). Como se puede observar, tanto el grado
de hipoacusia como la configuracién audiométrica (forma de la curva) presentan gran variabilidad

entre pacientes con la misma causa de HA.
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Figura 62. Audiogramas de varios pacientes diagnosticados de HA por la variante c.35delG en homocigosis en el gen GJB2.
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Los audiogramas de los pacientes con deleciones del gen GJB6 se muestran a continuacion (Figura 63).
Aunque no se pudo obtener el audiograma del paciente P095, su historia clinica indicaba HA profunda.
Si comparamos la Figura 63 con los audiogramas de la Figura 62, se observa que los pacientes con
deleciones de GJB6 parecen presentar HA mads profundas que los pacientes con variantes de

truncamiento en GJB2 en homocigosis.
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Figura 63. Audiogramas de pacientes con una variante en GJB2 en heterocigosis compuesta con las deleciones del(GJB6-
D1351830) o del(GJB6-D1351854) en el gen GJB6.

Dos HA relacionadas con el gen GJB2 fueron leves (pacientes P087 y P091). En el individuo PO87 la HA
fue causado por dos variantes patogénicas en heterocigosis compuesta: c.35del (p.Glyl2Valfs*2) y
€.101T>C (p.Met34Thr), variante de cambio de sentido hipomorfa causante de HA leve cuando esta
en trans con otra variante patogénica en el mismo gen (143). El audiograma del paciente P087 y el
arbol genealdgico de la familia se muestran en la Figura 64. Al estudiar a la familia de P087, se
detectaron ambas variantes en trans también en el padre, considerado a priori no afecto pero que
referia cierto grado de alteracidon en una audiometria realizada en una revision laboral, por lo que en
el arbol genealdgico de la Figura 64 se ha representado como afecto. La madre (normoyente) resultd
ser portadora de la variante ¢.101T>C en heterocigosis, y la hermana, portadora de la variante

c.35delG en heterocigosis (Figura 64).
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Figura 64. Audiograma del paciente PO87 y drbol genealdgico familiar con la segregacion de las variantes patogénicas en la
familia.

En el caso P091, la variante causal fue la c.35del en homocigosis. Sin embargo, esta familia también
segregaba la variante ¢.101T>C, como se puede observar en la Figura 56. El padre de este caso
presentaba HA leve postlingual de inicio alrededor de los 8 afios de edad, causada por las variantes
¢.35delG y ¢.101T>C, heredadas de sus padres. La madre era normoyente y portadora de la variante
¢.35delG en heterocigosis. El caso P091 heredd un alelo ¢.35delG de cada uno de sus progenitores,

presentando HA leve, congénita y progresiva (Figura 65).
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Figura 65. Arbol familiar del caso P091, audiogramas de los afectos y segregacidn de variantes patogénicas en la familia.
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Los casos P087 y P091 son un ejemplo de herencia pseudo-dominante, que se pueden explicar debido
la alta frecuencia de las variantes patogénicas en heterocigosis del gen GJB2 en poblacién general, que
hace que una enfermedad AR pueda manifestarse en generaciones consecutivas aparentando

transmision AD.

En el paciente P097 se identifico la variante patogénica c.551G>A (p.Arg184GIn) en heterocigosis, que
genera un cambio de aminodacido en el segundo loop extracelular de la proteina (E2). Aunque otras
sustituciones de aminodcido en esta misma posicion causan HA AR DFNB1, esta variante produce
DFNA3, AD. Se han publicado estudios funcionales que demuestran que esta variante afecta al
transporte de la proteina Cx26 a la membrana citoplasmatica, provocando una acumulacion de la
proteina Cx26 en el aparato de Golgi, y que tiene un efecto dominante-negativo en la funcién tanto
de la Cx26 y como de la Cx30 silvestres, aunque el mecanismo exacto es auin desconocido (144). Este
paciente presenta HA congénita profunda bilateral esporddica. No disponemos de audiograma de este

paciente.

El paciente P072, ademds de las variantes patogénicas c.35delG y ¢.596C>T (p.Ser199Phe) en
heterocigosis compuesta en el gen GJB2, presentaba la variante mitocondrial de novo m.1555A>G en
heteroplasmia en el gen MT-RNR1. Aunque esta variante mitocondrial es también causa conocida de
hipoacusia, debido a que se encontraba en heteroplasmia, a la presencia en fase trans de las dos
variantes patogénicas en GJB2 y al fenotipo de HA del paciente se atribuyd la etiologia de la HA al gen

GJB2.

4.2. Gen STRC

El 7% de los pacientes del estudio (7/100) fueron diagnosticados de hipoacusia causada por

alteraciones en el gen STRC (Tabla 17).

Tabla 17: Pacientes con hipoacusia por alteraciones en el gen STRC identificados en este estudio. Las variantes nuevas se
resaltan en color rosa.

P0O0O1 Delecién del gen STRC Homocigosis| Mat/pat Congénita Leve Estable
Delecién del gen STRC Heterocigosis| Mat/pat
P006 Congénita Moderada Estable
c.4403G>C p.Arg1468Pro | Hemicigosis | Desconocido
PO11 Delecién del gen STRC Homocigosis | Desconocido | Desconocido Leve Estable
P012 Delecién del gen STRC Homocigosis | Desconocido | Congénita Leve Estable
P019 Delecién del gen STRC Homocigosis | Desconocido | Congénita Leve Estable
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Delecién del gen STRC Heterocigosis| Desconocido
P046 Congénita Moderada Progresiva
c.5188C>T ‘ p.Arg1730* | Hemicigosis | Desconocido
Delecién del gen STRC Heterocigosis| Desconocido
P104 Prelingual Moderada Desconocido
c‘4917_4918delinsCT‘p.Leu1640Phe Hemicigosis | Desconocido

Cuatro de los pacientes presentaban delecién del gen en homocigosis (CNV=0). Los tres casos
restantes presentaban una delecidn en heterocigosis del gen (CNV=1) y una variante puntual en el
otro alelo. De las 3 variantes patogénicas puntuales identificadas, una genera un coddén de parada

prematuro (P046) y las otras dos dan lugar a un cambio de aminodcido en la proteina (PO06 y P104).

La HA que presentaban los pacientes fue leve en el 57% de los casos (4/7) y moderada en el 43% (3/7).
En cuanto al inicio, la HA fue congénito en 5/6 pacientes de los que se dispone informacidn (83%) y
postlingual en el paciente P104, con inicio a los 11 afios. Cinco de los seis casos con informacién sobre
su progresion presentaban HA estable (Figura 66). Todos los pacientes presentaban HA bilateral

simétrica.

Edad de inicio Grado de HA Progresion
Desconocido Descanaae
1 1
Postlingual Moderada Progresiva
1 : 1
Congénita | Leve | Estable

5 / 4 y /

i o >

— = =

Figura 66. Caracteristicas de la HA de los pacientes con hipoacusia relacionada con el gen STRC.

Los audiogramas de los pacientes con DFNB16 diagnosticados se muestran en la Figura 67. El perfil del
audiograma es similar en todos los pacientes, con una HA leve o moderada con caida ligera en

frecuencias altas (Figura 67).

Segun lo publicado en una revisidn reciente, en los pacientes con DFNB16 por pérdida de una copia
del gen junto con variantes de cambio de sentido, la hipoacusia es mas leve que en aquellos en los
que la segunda variante es de truncamiento (90). En nuestro caso, de los tres casos que presentaban
deleciony variante puntual, en el paciente PO06 y su hermana PO06-H (con variante puntual de cambio
de sentido) se observa una HA mas leve que en P046 (con variante puntual de truncamiento). Sin

embargo, de todos los pacientes diagnosticados de DFNB1, el audiograma que mas cae es el del
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paciente P104, que junto con la delecién presenta una variante indel que produce un cambio de

aminodcido en la proteina (Figura 67).
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Figura 67. Audiogramas de los pacientes con hipoacusia por alteraciones en STRC y variantes identificadas. Arriba,
audiogramas de los pacientes con deleciones en homocigosis del gen STRC. Abajo, audiogramas de los pacientes con delecion
en heterocigosis y variante puntual en STRC. PO06-H: hermana afecta del caso PO06, que presenta las mismas variantes
patogénicas.

El paciente PO0O6 presenta la delecidn del gen STRC en heterocigosis y la variante puntual c.4403G>C
(p.Argl1468Pro) que no ha sido descrita previamente en la bibliografia (Tabla 17, celdas sombreadas
en rosa). Esta variante no cumple estrictamente con los criterios de la ACMG para clasificarla como
patogénica; sin embargo, no esta presente en las bases de datos ClinVar, Deafness Variant Database
(DVD) ni HGMD ni en poblacién general (GhnomAD), y segln multiples predictores bioinformaticos su
efecto es deletéreo. Ademas, en este paciente y en su hermana también afecta, esta variante coexiste
con una delecién patogénica en el mismo gen, y presentan ambos un audiograma compatible con los
descritos previamente para hipoacusia debida a STRC. Por tanto, el resultado final del paciente PO06

se considerd positivo.
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Frecuencia poblacional de portadores de deleciones de STRC

De los 264 individuos normoyentes estudiados, 4 presentaron deleciones en heterocigosis del gen
STRC (CNV=1), lo que da como resultado una frecuencia poblacional de portadores heterocigotos de

la delecidn del 1/66.

Ademas, 11 individuos (1/24) presentaron duplicaciones del gen STRC (CNV=3). En la actualidad, no se

han descrito evidencias sobre la patogenicidad de las duplicaciones de este gen.

4.3. Gen OTOF

Seis pacientes del estudio (6%) presentaron alteraciones en el gen OTOF como causa de hipoacusia

(Tabla 18).

Tabla 18: Pacientes con diagndstico de HA relacionada con OTOF. En rosa, variantes no descritas previamente en la
bibliografia. Las variantes nuevas se resaltan en color rosa.

PO10 €.2485C>T p.GIn829* Homocigosis 21 - Desconocido| Congénita Severa Progresiva
c.1404delA | p.Vald69Cysfs*27 | Heterocigosis 14 Cc2

P025 Mat/pat Congénita Profunda Estable
¢.5125G>T p.Aspl709Tyr | Heterocigosis | 41 Cc2
c.2485C>T p.GIn829* Heterocigosis 21 -

P029 Desconocido| Congénita Profunda Estable
c.4275G>A p.Trpl425* Heterocigosis 35 -
c.2649C>A p.Cys883* Heterocigosis 22 Ferlin B

P086 Desconocido| Congénita Severa Estable
c.4809C>G p.Tyrl603* Heterocigosis 39 c2

P098 €.2485C>T p.GIn829* Homocigosis 21 - Desconocido | Desconocido | Profunda Estable
c.2485C>T p.GIn829* Heterocigosis 21 -

P103 Desconocido| Congénita Profunda Estable
c.1469delC | p.Pro490Hisfs*6 | Heterocigosis | 14 Cc2

Se encontraron 7 variantes patogénicas diferentes en el gen OTOF. Seis de las siete variantes (86%)
generan un codén de parada prematuro en la proteina; sélo una de las variantes patogénicas
(c.5125G>T) provoca un cambio aminoacido en uno de los dominios de unién a calcio C2 de la proteina

otoferlina. El 57% de las variantes (4/7) afectaban a alguno de los dominios criticos C2.

La variante mas frecuente en nuestros pacientes con HA debida a OTOF fue la variante frecuente en

Espafia c.2485C>T, que estuvo implicada en 4 de los 6 pacientes (66%) representando el 50% de los
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alelos patogénicos (6/12) (Figura 68). El resto de las variantes sélo se encontraron en un paciente.
Ademas, se identificaron 3 variantes patogénicas no descritas previamente en 2 pacientes:
c.1404delA, c.1469delC, y c.5125G>T (Tabla 17, celdas sombreadas en gris), por lo que el porcentaje

de alelos patogénicos nuevos en el gen OTOF en nuestra poblacién fue del 25% (3/12) (Figura 68).

€.4275G>A
€.2649C>A 1 c.4809C>G

1 [ 1

c.1404delA
1

Variantes
nuevas
3

c.1469delC
1

€.2485C>T
6

Figura 68. Alelos patogénicos identificados en el gen OTOF en los pacientes de este estudio. En color rosa, variantes no
descritas previamente.

Dos de las tres variantes nuevas encontradas son de truncamiento, mientras que la otra es una
sustitucion de cambio de sentido que afecta a un aminodcido localizado entre los dominios C;E y CoF

(Figura 69).
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Figura 69. Dominios proteicos de la otoferlina y variantes en el gen OTOF. Modificado de Pangrsic et al, (145). Arriba: algunas
de las variantes patogénicas descritas previamente en la bibliografia (enmarcadas en rojo, variantes patogénicas
encontradas en este estudio; sombreadas en color rosa, variantes no descritas previamente). Abajo, variantes benignas en el
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gen OTOF. Las variantes patogénicas en color morado han sido asociadas a casos de HA sensible a la temperatura. C2:
dominios de union a calcio; CC: dominio coiled-coil; FerB: motivo especifico de ferlinas; TM: dominio transmembrana.

Las caracteristicas fenotipicas de la HA en los pacientes con etiologia relacionada con el gen OTOF
fueron relativamente homogéneas, con HA profunda (67%) o severa y de inicio congénito, y

mayoritariamente estable (83%) (Figura 70).

Edad de inicio Grado de HA Progresioén

Desconocido
1

Progresiva
1

Severa
2

Estable

Figura 70. Caracteristicas fenotipicas de los pacientes con HA relacionada con OTOF identificados en este estudio.

Sélo se pudo conseguir el audiograma de tres de los pacientes, y en dos de ellos sélo los umbrales

correspondientes a uno de los oidos (Figura 71).
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Figura 71. Audiogramas de tres de los pacientes con HA causada por variantes mutagénicas en el gen OTOF.

4.4. Genes mitocondriales MT-RNR1 y MIT-TS1
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En este trabajo sélo se estudid la presencia de las variantes patogénicas m.1555A>G y m.1494C>T en

el gen MT-RNR1, y m.7445A>C y m.7511T>C en el gen MT-TS1.

Cinco de los pacientes de este estudio presentaron variantes patogénicas mitocondriales causantes
de hipoacusia, aungque en uno de ellos (P072) se identificd otra causa mas probable en el gen GJB2,
por lo que consideramos que la etiologia de la hipoacusia fue mitocondrial en 4 de los 100 pacientes

(4%).

Tabla 19: Pacientes con variantes mitocondriales patogénicas identificados en este estudio.

P042 MT-RNR1 m.1555A>G Homoplasmia Desconocido | Congénita Severa Progresiva
PO53 MT-RNR1 m.1494C>T Homoplasmia Desconocido | Congénita | Moderada Desconocido
P0O57 MT-RNR1 m.1494C>T Homoplasmia Heredado Congénita | Moderada Estable

P0O80 MT-RNR1 m.1555A>G Homoplasmia Heredado Postlingual | Desconocido | Desconocido

Dos individuos presentaban la variante patogénica m.1555A>G en el gen MT-RNR1 y en los otros dos
casos se identificé la variante m.1494C>T en el mismo gen. Todas ellas se encontraban en
homoplasmia (Tabla 19). No se encontrd ninguna de las variantes en MT-TS1 estudiadas en ninguno

de los 100 pacientes estudiados.

Los cuatro pacientes referian historia familiar de HA. La HA era moderada o severa, aunque la hermana
del caso P0O57, afecta y portadora de la misma variante en homoplasmia, presenta HA leve segln la
informacién disponible. La HA fue congénita en todos los casos excepto en el individuo P080, en el
gue se inicio a la edad de 14 afios. En ninguno de los casos se reportaron antecedentes de exposiciéon

a aminoglucésidos.

Los dos Unicos audiogramas disponibles fueron los de los casos PO53 y PO57, ambos causados por la
variante m.1494C>T. Tanto la informacién clinica como los audiogramas de estos dos pacientes
muestran un perfil audioldgico con caida brusca en frecuencias altas (Figura 70). Al no disponer de los
audiogramas de los pacientes P042 y P080 (con HA por la variante m.1555A>G), ni encontrar
informacidn al respecto en la historia clinica de estos pacientes, no es posible concluir si este perfil
audioldgico se relaciona con ambas variantes patogénicas o si es caracteristico de la variante

m.1494C>T.
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Figura 72. Audiogramas de los pacientes con la variante patogénica m.1494C>T.

4.5. Gen MYO15A

Cuatro pacientes (4%) fueron diagnosticados de HA relacionada con MYO15A de herencia AR, DFNB3
(Tabla 20).

Tabla 20: Pacientes diagnosticados de HA relacionada con el gen MYO15A. Las variantes nuevas se resaltan en color rosa.

ID Grado
VELELI Dominio Progresion
Paciente (GENDEAF)
c.2740G>A p.Glu914Lys N-terminal Heterocigosis
P028 Congénita Moderada Estable
¢.6004delG p.Glu2002Argfs*27 - Heterocigosis
P033 c.1657delC p.Arg553Glyfs*76 N-terminal Homocigosis Desconocido Severa Estable
PO50 ¢.3874T>C p.Phel292Leu Cabeza motora | Homocigosis Congénita Profunda Estable
c.4596+4A>G - Cabeza motora | Heterocigosis
P092 Desconocido Profunda Desconocido
¢.6004delG p.Glu2002Argfs*27 - Heterocigosis

Las caracteristicas de la HA de estos pacientes se muestran a continuacion (Figura 73).
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Edad de inicio Grado de HA Progresién

Moderada

Congénito

2

Severa Estable
3

Figura 73. Caracteristicas de los pacientes con HA relacionada con el gen MYO15A es este estudio.

Se detectaron 5 variantes causales diferentes, dos de ellas en el dominio N-terminal, dos en el dominio
motor y una fuera de los dominios conocidos. Varios aspectos llaman la atencidn: i) 4 de las 5 variantes
identificadas son nuevas; ii) la variante nueva c.6004delG fue detectada en dos pacientes (P028 y
P092), que en principio no estan relacionados entre si ni pertenecen a ninguna etnia especifica; y iii)
dos de las variantes nuevas (c.1657delC y c.3874T>C) se encuentran en homocigosis (pacientes P033
y P0O50, respectivamente). Esto ultimo se podria explicar por la probable consanguinidad en ambas
familias, hecho reportado por el paciente PO50, mientras que el paciente P033 es de origen arabe,

donde los matrimonios entre familiares son relativamente frecuentes.

Frecuencia de alelos Frecuencia de
patogénicos homocigotos/heterocigotos

c.2740G>A
1

c.4596+:

Heterocigosis Homocigosis

P 2

Figura 74. Frecuencia de los alelos patogénicos identificados en el gen MYO15A en este estudio (en amarillo, variantes
nuevas no descritas previamente) y porcentaje de pacientes homocigotos o heterocigotos para las variantes patogénicas.

La variante c.1657delC, aunque es conocida, sélo ha sido descrita en una familia de origen paquistani
con HA severa (146). Esta variante se localiza en el exdn 2, que codifica el dominio N-terminal de la

proteina, al igual que la variante nueva de cambio de sentido ¢.2740G>A (Figura 75).
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Las variantes nuevas c.3874T>C (cambio de sentido) y ¢.4596+4A>G se localizan en la region que
codifica el dominio cabeza motora de la miosina XVa. La variante de ¢.6004delG se localiza en el exén
27 de los 66 que contiene el gen, y al cambiar el marco de lectura, genera un codén de parada
prematuro, que probablemente lleve a pérdida de expresidon de la proteina por el mecanismo de

nonsense-mediated decay (NMD).

Segun estudios recientes, el fenotipo relacionado con la HA causada por el gen MYO15A parece estar
relacionado con la variante y la isoforma a la que afecta, de forma que se ha descrito que las variantes
patogénicas en la regidn codificante del dominio motor (que afectarian a las isoformas 1y 2) presentan
los fenotipos mas graves, mientras que las alteraciones en el dominio N-terminal, s6lo presente en la
isoforma 1, darian lugar a un fenotipo mas leve. Sin embargo, esta correlacién parece no confirmarse

en todos los casos (75).

Con el fin de analizar este aspecto en nuestros cuatro pacientes con HA relacionada con MYO15A, a

continuacién se muestran la localizacién de las variantes identificadas y los dominios a los que afectan

(Figura 75).
A c.1657delC €.2740G>A €.3874T>C €.4596+4A>G ¢.6004delG
(p.Arg553Glyfs*76) (p.Glu914Lys) (p. Phel292Leu) p-(?) (p.Glu2002Argfs*27)
< E956:9C>G
€.5964+ 3G>A N
©.8968-1G>C
S TTRIHASG €.9690+1G>A
50 ]
Gen 1 f
Lo | i Hheoeeen
. - THSIGA —l CHSIIEn €.10492-2dupA
cA142+1G>T €3910+1G> c7: ::: l; <! «2T>G
CI6OHIGA  ca596+1G > A cnzraAth_izéo—f‘é A ST
C4596=2dupT
CAS9T-2A-G *
B .1657delC .2740G>A €.3874T>C .4596+4A>G [ €.6004delG J
(p.Arg553Glyfs*76) (p-Glu914Lys) (p. Phe1292Leu) p.(?) (p.Glu2002Argfs*27)

Q

Figura 75. Representacion esquemdtica del gen MYO15A y la proteina miosina XVa, y algunas de las variantes patogénicas
descritas previamente en la bibliografia. A: Las barras verticales representan exones, en distinto color en funcion del dominio
que codifican y negras si no codifican ningun dominio descrito; las lineas horizontales negras representan exones. B: dominios
de la proteina miosina XVa coloreados en concordancia con los exones que los codifican. Las variantes encontradas en este
trabajo se muestran en recuadros rojos; los recuadros con sombreado rosa representan las variantes nuevas encontradas en
este estudio. Modificado de Zhang et al. (75).

Si analizamos los fenotipos de nuestros pacientes, parece confirmarse dicho patrén: los pacientes con

variante en el dominio motor (PO50 y P092) presentan HA profunda, mientras que los pacientes con
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variante en el dominio N-terminal (P028 y P033) presentan HA moderada y severa, respectivamente

(Tabla 20).

Si observamos el perfil de los audiogramas (Figura 76), el paciente PO50 (variante de cambio de sentido
¢.3874T>C en homocigosis en el dominio motor) presenta un audiograma sin respuesta a 100 dB en
las tres frecuencias centrales; mientras que los pacientes P028 (variante de cambio de sentido en
dominio N-terminal y variante de truncamiento fuera de dominio) y P033 (variante de truncamiento
en homocigosis en dominio N-terminal) presentan una HA mas leve, con audicién residual en
frecuencias bajas y medias (Figura 74). En el paciente P092, aunque no pudimos disponer del
audiograma, se ha reportado HA profunda, lo que seria compatible con las dos variantes que presenta
en el dominio motor. Ademas, hay que resaltar que este paciente (P092) presenta la misma variante
que el paciente PO50 pero en combinacidn con otra que afecta probablemente al splicing, mostrando
HA profunda, mientras que en el paciente PO50, cuya segunda variante es de cambio de sentido, la HA

es moderada.
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Figura 76. Audiogramas de tres de los cuatro pacientes con HA relacionada con el gen MYO15A.

4.6. Gen TECTA

Las variantes patogénicas de cambio de aminodcido en el gen TECTA causan hipoacusia no sindromica
AD (DFNA8/12), mientras que las variantes patogénicas de truncamiento causan HA no sindrémica AR
(DFNB21). Tres pacientes de este estudio fueron diagnosticados de HA autosémica dominante

relacionada con el gen TECTA (Tabla 21).
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Tabla 21: Pacientes diagnosticados de HA relacionada con el gen TECTA.

Postlingual

P048 ¢.3107G>A | p.Cys1036Tyr | TIL2 (ZA) Heterocigosis Heredado Leve Desconocido
(9 afios)

P088 c.5668C>T | p.Argl890Cys P Heterocigosis Desconocido Congénita Moderada Progresiva
Postlingual

P093 c.714C>G p.Asn238Lys ENT Heterocigosis Desconocido Leve Progresiva
(15 afios)

Se identificaron tres variantes de cambio de sentido diferentes en heterocigosis, todas ellas descritas
previamente en la literatura. Los tres pacientes presentaban historia familiar de hipoacusia con un

patrén de herencia AD.

Las variantes de cambio de sentido en el gen TECTA se relacionan con HA de herencia AD que afecta
a frecuencias medias y bajas, dando lugar a un perfil audiolégico caracteristico en forma de U. En
nuestro estudio, todos los pacientes con HA causada por el gen TECTA presentaban HA AD con

expresion en al menos tres generaciones, con audiogramas que se asemejan al perfil tipico (Figura 77).
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Figura 77. Audiogramas de los pacientes con variantes patogénicas en TECTA y drboles familiares de cada uno de ellos.

Cada variante identificada en estos pacientes afecta a un dominio diferente: ENT o NIDO (entactina),
TIL2 (trypsin-inhibitor like 2, en la region zonadhesina (ZA)) y ZP (dominio zona pellucida) (Figura 78).
Esto nos permite comparar los audiogramas de estos pacientes con el fenotipo descrito previamente

en la bibliografia.

La relacién genotipo-fenotipo descrita inicialmente en la literatura describe un patrén de HA donde
las variantes en el dominio ZP causan HA de frecuencias medias, mientras que si afectan a la region
ZA causan HA de frecuencias altas. Sin embargo, estudios recientes en poblacién japonesa no han

confirmado del todo dicha correlacién (110), ya que dos de las tres variantes nuevas identificadas en
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el dominio ENT en dicho estudio presentaban HA en frecuencias medias. El fenotipo del paciente P093
de nuestro estudio, con una variante en el dominio ENT, concuerda con el fenotipo establecido los
estudios previos de HA en frecuencias altas (Figura 78), al igual que el paciente PO88, con variante en
el dominio ZP y audiograma en forma de U con umbrales mas altos en frecuencias medias. Sin
embargo, en el paciente P048, con variante en el dominio TIL2 de la regidn ZA de la que se esperaria
pérdida sobre todo en frecuencias altas, no cumple con dicho fenotipo, sino que la pérdida de audicion
es mas marcada en frecuencias bajas. Los audiogramas de nuestros tres pacientes en relacion al

dominio en el que se localizan y a las variantes previamente descritas en la bibliografia se muestran

en la Figura 78.
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Figura 78. Dominios de la proteina a-tectorina, variantes patogénicas y fenotipos asociados Modificado de Yasukawa et al.
(110). A: Variantes descritas previamente en la bibliografia y audiogramas asociados a las mismas, superpuestos en funcion
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del dominio afectado. B: Variantes encontradas por Yasukawa et al. y audiogramas de los mismos superpuestos en funcion
del dominio, variantes identificadas en nuestros pacientes (enmarcadas en recuadro rojo) y audiogramas que presentan (bajo
el dominio al que afectan).

Por otra parte, se ha reportado que las variantes que sustituyen los residuos de cisteina del dominio
ZA parecen relacionarse con HA progresiva, mientras que si se sustituyen otros residuos la HA es
estable. De nuestros tres pacientes, sélo el P048 presenta una variante en el gen ZA y afecta a un
residuo de cisteina, aunque no disponemos de informacién relativa a la progresion de este paciente.

En los otros dos pacientes, la HA es progresiva.

4.7. Gen BSND

Dos pacientes fueron diagnosticados de HA de herencia AR relacionada con en el gen BSND, DFNB73

(Tabla 22).

Tabla 22: Pacientes con HA relacionada con el gen BSND.

P0O15 c.23G>A p.Arg8GIn Homocigosis Perilingual Severa Progresiva

P035 c.23G>A p.Arg8GIn Homocigosis Perilingual Moderada Progresiva

Ambos individuos presentaban la misma variante en homocigosis, que ademas es la misma que la
encontrada en el Unico caso de HA por BSND publicado en Espafia (34), donde se describia asociada a

HA congénita bilateral.

10 10 -10 0]
T 0 0 0 T 0 0 0
0 ! d ! ! 0 N . . ' i 0
T T T 0 0 0 0 0
10 ; : : : 10 10 : : ; : 10
i . ! ! \ %0 4 ' : . ' i
T 0 T T 0 0 0 0
Ell - : - - 30 kil : : - : 30
“ J l : ] “ y l : @
. ) ) . TNy ' ! ! '
50 50 50 50
l ] ] 0 — 0 Y
80 : : : : 80 80 . ‘ <g9>’r’ : 80
0 - - - : 0 0 - - - . 0
T 0 T 0 v 0 0 v
a \ ) ] : a0 a0 ' ' ] ' a0
0 0 ] 0 v 0 0 T
a0 : : - - 20 20 - : - : a0
. ' ' \ T ' ' ' ' T
100 - - - - LU 100 - - : - 0 3
110 - - - - 1o 8 110 - - - - 1o 8
l ] ] 0 5 v 0 0 T I
a ' ' | ' o S ' ' ' ' a5
120 - - - : 120 2 120 - - - : 120 &
‘ ‘ ‘ . = . ; ; ) s
130 130 ° 130 130 °

0.125 025 05 1 4 0.125 0.25 05 1 2

4 8 4 8
Frequency-kHz. Frequency-kHz.

P015: BSND:c.23G>A(;)(23G>A) P035: BSND:c.23G>A(;)(23G>A)

Figura 79. Audiograma de los pacientes con HA relacionada con el gen BSND.
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La historia familiar de HA de los dos pacientes simulaba un patrén de herencia AD con multiples
afectos en varias generaciones consecutivas. Sin embargo, en ambos casos existe consanguinidad en

la familia, y aunque no refieren ser familiares entre si, los dos pacientes son de etnia gitana.

La hipoacusia en ambos casos fue de inicio perilingual y progresiva, moderada en un caso y severa en
el otro. El caso P015 referia familiares afectos con edades de inicio mas tardias, con una hermana de
inicio a los 8 afios y el padre debutando a los 20. No se ha podido disponer de muestra de los familiares

afectos para confirmar la co-segregacién de la variante con la HA en estas familias.

Ninguno de los pacientes presentaba alteraciones renales caracteristicas al sindrome de Bartter tipo

IV asociado a este gen en el momento del diagndstico genético.

4.8. Gen LOXHD1

Uno de los pacientes presentd hipoacusia AR relacionada con LOXHD1, DFNB77 (Tabla 23).

Tabla 23: Paciente con HA causada por variantes en el gen LOXHD1. Las variantes nuevas se resaltan en color rosa.

c.232delC p.GIn78Serfs*20 Heterocigosis | Materno
P043 Perilingual Leve Progresiva
c.4663G>T p.Glu1555* Heterocigosis Paterno

Se identificaron en el paciente P043 dos variantes patogénicas en heterocigosis no descritas
previamente en la bibliografia. Ambas variantes provocaban truncamiento de la proteina y el estudio
de los progenitores sanos demostrd que eran heredadas y que se encontraban en fase de ligamiento

trans (Figura 80).

1«

LOXHD1:c.[4663G>T];[4663=) LOXHD1:c.[232del];[232=]
RN
‘ )
N
P043

LOXHD1:c.[232del];[4663G>T]

Figura 80. Arbol familiar del paciente PO43 y seqgregacion de las variantes patogénicas.
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El paciente P043 presenta HA esporadica detectada por los padres a los 3 afios de edad por retraso

del desarrollo del lenguaje, profunda en frecuencias medias y altas, y rapidamente progresiva (Figura

81), fenotipo consistente con lo descrito en la bibliografia para la hipoacusia DFNB77 (147).
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Figura 81. Audiogramas del paciente P043 a lo largo del tiempo.

4.9. Gen MYO6

Dos casos de este estudio fueron diagnosticados de hipoacusia AD relacionada con el gen MYOS6,

DFNA22 (Tabla 24).

Tabla 24: Paciente diagnosticado de hipoacusia relacionada con el gen MYO6. Las variantes nuevas se resaltan en color rosa.

Postlingual
P020 c.2544delA |p.Lys848Asnfs*9| 25 Cola proximal Heterocigosis Moderada Desconocido
(6 afios)
P101 c.1976G>A p.Arg659Gin 19 Cabeza motora Heterocigosis Congénita Moderada Estable

En la paciente P020 se detectd en heterocigosis la variante c.2544delA, que genera un coddn

prematuro en la proteina. Esta variante se localiza en la cola proximal de la miosina VI (Figura 80), y

no ha sido descrita previamente en individuos con hipoacusia y tampoco en la poblacion general. La

paciente presenta HA moderada de inicio a los 6 afios y un hermano afecto de HA sin mas informacidn.

El audiograma de la paciente muestra un perfil en forma de U que, aunque es tipico de la HA

relacionada con TECTA, también ha sido descrito en algunos pacientes con variantes patogénicas en

MYO6 (71).

En el paciente P101, se encontrd en heterocigosis la variante de cambio de sentido ¢c.1976G>A, que

ha sido descrita por la base de datos DVD como variante de significado incierto. Esta variante se ha

encontrado en poblacién general (GnomAD: 0,004%) y varios predictores bioinformaticos la clasifican
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como patogénica. La variante afecta al dominio motor (Figura 82), que se considera critico y se asocia
a fenotipos de HA mas graves. Una variante sin sentido en esta posiciéon ha sido descrita en varias

familias con HA de herencia AD (71).

c.1976G>A

(p.Arg659GIn)

c.2544delA
(p.Lys848Asnfs*9)

Motor Domain Insert2 1Q motif Proximaltail  Medial tail Distal tail Cargo-binding domain

Figura 82. Dominios de la miosina VI 'y localizacién de las dos variantes identificadas en este trabajo. La variante no descrita
previamente se resalta en color naranja. Modificado de Oka et al. (71).

La informacién publicada sobre la HA por MYO6A parece apuntar a que tanto el exceso como el
defecto de expresidon de miosina VI pueden causar HA, aunque con un fenotipo mas leve que las
alteraciones cualitativas en la misma, que pueden ejercer un mecanismo dominante negativo (71). En
nuestros pacientes (P020 con variante de truncamiento y P101 con variante de cambio de sentido) los
umbrales de audicidn no presentan grandes diferencias, aunque el debut de la HA en el paciente P101
fue congénito, lo que podriamos interpretar como una mayor gravedad debida a un potencial efecto
dominante negativo. Sin embargo, la historia familiar de P101 presenta numerosos individuos afectos

con inicio en edad adulta, lo que no confirmaria esta hipétesis.
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Figura 83. Audiogramas de los pacientes con HA relacionada con MYOG6 en este trabajo.

146



Resultados

En cuanto a la progresion, el paciente P101 referia HA estable y no disponemos de informacidn sobre
la progresién en el caso P020. La HA DFNA22 suele ser progresiva, con una progresién importante a
partir de los 40 afios. Este puede ser el motivo de que el paciente P101 se describa en la historia clinica

como estable, ya que en el momento del diagndstico genético no habia cumplido aun el afio de edad.

4.10. Gen MYO7A

Las variantes patogénicas en el gen MYO7A pueden causar sindrome de Usher tipo 1B, de herencia

AR, HA no sindrémica AR DFNB2 o HA no sindromica AD DFNA11.

Dos pacientes fueron diagnosticados de patologias relacionadas con el gen MYO7A (Tabla 25).

Tabla 25: Pacientes con variantes en el gen MYO7A. Las variantes nuevas se resaltan en color rosa.

P0O59 c.849+5G>A p.(?) Cabeza motora Homocigosis Congénita Severa Desconocido

c.479C>G p.Ser160Cys Cabeza motora Heterocigosis
P082 Congénita Severa Estable
c.5722T>A | p.Phe1908lle FERM2 Heterocigosis

La paciente P059 presenta en homocigosis una sustitucion de nucleétido en la posicidn c.849+5 del
intrén 8. Esta variante ha sido clasificada por HGMD como patogénica por haber sido descrita en un
paciente con Usher tipo 1 atipico (148). También se encuentra en ClinVar como probablemente
patogénica, aungque en referencia al mismo caso, por lo que sélo ha sido descrita una vez en la
bibliografia. La variante se encuentra en el dominio motor de la proteina miosina Vlla, que como en
todas las miosinas, es un dominio critico para su funcionamiento. Ademas, su frecuencia en la
poblacién general es extremadamente baja (GmonAD: 0.00093%) y en ningln caso se ha encontrado
en homocigosis. Por otra parte, varios predictores bioinformaticos de splicing (MaxEnt, NNSPLICE,
HSF) predicen una pérdida media del 60% de la capacidad de splicing del sitio dador localizado a 5pb
de esta sustitucién. El hermano de la paciente, también afecto de HA severa congénita, presenta
también la variante en homocigosis. En base a todas estas evidencias hemos considerado esta variante
como probablemente patogénica. El audiograma de la paciente P059 y su hermano, asi como el arbol

familiar, se muestran en la Figura 84.
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Figura 84. Arbol familiar de la paciente PO59 y audiogramas de PO59 (derecha) y de su hermano (izquierda). El drbol familiar
muestra consanguinidad.

En el paciente P082 se encontraron dos variantes de cambio de sentido en heterocigosis (Tabla 20). El
fenotipo de este individuo es de HA no sindromica congénita, severa y estable, con una historia
familiar de hipoacusia en multiples familiares de la rama materna que asemejaba a un modo de
herencia AD. Sin embargo, la hipoacusia referida en los familiares era de inicio en la 32-42 décadas de
la vida. También existian antecedentes familiares de hipoacusia en la familia paterna, aunque no eran

consistentes con herencia dominante (padre no afecto).

La variante c.479C>G, que afecta al dominio motor, ha sido reportada en un paciente como probable
causa de hipoacusia no sindrémica autosémica dominante DFNA11 (149). La variante ¢.5722T>A no
ha sido descrita previamente en individuos con hipoacusia, pero esta ausente en poblacion general
(GnomAD), se localiza en el dominio critico FERM y multiples predictores bioinformaticos la catalogan
como deletérea. No se pudo conocer el origen heredado o de novo de estas variantes patogénicas por

no disponer de muestra de los progenitores para el estudio genético.

El arbol familiar y el audiograma del paciente P082 se muestran en la Figura 85.
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Figura 85: Audiograma del paciente PO82 y su drbol familiar.

Al observar la segregacion de la HA en la familia del paciente P082, llama la atencién la aparente
herencia AD que se observa por la rama materna, con la madre y el abuelo materno del paciente
afectos de HA. Esto es compatible con la variante c.479C>G en heterocigosis detectada en el paciente.
Sin embargo, tanto la madre como el abuelo refieren HA de inicio en edad adulta, en la 32-42 década,
mientras que el paciente P082 presenta HA de inicio congénito. Ademas, en la rama paterna también
se observa HA, aunque se desconoce su origen. Al presentar el individuo P082 la variante c.479C>G
en heterocigosis, causante de DFNA11 con herencia AD, y otra variante de cambio de sentido en
heterocigosis en el mismo gen (c.5722T>A), podriamos hipotetizar que en este paciente la segunda
variante agrava la HA causada por la variante ¢.479C>G, adelantando la edad de inicio respecto a lo
observado en sus familiares de la rama materna. Sin embargo, este aspecto no ha podido ser
demostrado, ya que es necesario el estudio de segregaciéon de ambas variantes en los familiares

afectos y no afectos, que no ha sido posible por no disponer de muestra de los mismos.

4.11. Gen TMC(C1

Las variantes de pérdida de funcion en el gen TMC1 causan HA de herencia AR DFNB7/11, que suele
ser severa o profunda, y de inicio congénito o prelingual. Las variantes patogénicas de cambio de
sentido causan HA de herencia AD DFNA11, aunque son menos frecuentes, y suelen asociarse a HA

progresiva de inicio tardio (46).
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Un paciente de este estudio presentaba HA de herencia AR relacionada con el gen TMC1, DFNB7/11.

Ademas, dos de los casos no concluyentes presentaban variantes candidatas de DFNA36 (Tabla 26).

Tabla 26: Paciente diagnosticado de HA relacionada con el gen TMC1 y pacientes con VS| candidatas en dicho gen. Las
variantes nuevas se resaltan en color rosa.

c.645C>A p.Tyr215* Heterocigosis
P0O64 c.1679AST p.Asp560Val Heterocigosis DFNB7/11 AR Congénita Profunda Estable
P049 c.142C>T p.Argd8Trp Heterocigosis | DFNA36 AD Postlingual Leve Progresiva
PO75 c.46G>A p.Glul6Lys Heterocigosis | DFNA36 AD Postlingual Leve Progresiva

El individuo P064 presenta dos variantes patogénicas en heterocigosis en este gen: la variante
c.645C>A, que genera un coddn de parada prematuro, presenta una frecuencia en poblacién general
extremadamente baja (GnomAD Exomes: 0,000398%) y no ha sido descrita previamente en las bases
de datos de patologia; y la variante de cambio de sentido ¢c.1679A>T, que se clasifica en la base de
datos DVD como VSI por falta de informacién. Sin embargo, las variantes de cambio de sentido en el
gen TMC1 son una causa conocida de patogenicidad, su frecuencia en poblacién general es muy baja
(GnomAD Exomes: 0,00159%) y los predictores bioinformaticos la clasifican como deletérea
(CADD=32). El fenotipo del paciente P064 es el caracteristico de la HA de herencia AR DFNB7/11: HA

congénita, profunda y estable, y no tenia antecedentes familiares de HA.

En cuanto a las variantes candidatas identificadas en los pacientes P049 y P064, ambas son variantes
de cambio de sentido en heterocigosis, y tanto el paciente P049 como el P064 presentan HA leve de
inicio postlingual y progresiva, fenotipo consistente con DFNA36. Ademas, refieren antecedentes
familiares de HA con patrén de herencia AD. Los audiogramas de estos dos pacientes se muestran en

la Figura 86.
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Figura 86. Audiogramas de los pacientes con variantes candidatas de DFNA36 en el gen TMC1.

Sin embargo, las evidencias disponibles sobre estas VSI no son suficientes para atribuirles la causalidad
de la HA en estos pacientes. En el caso del paciente P049, la variante c.142C>T es una variante nueva
no descrita previamente en ClinVar, HGMD o DVD; tampoco se ha encontrado en poblacion general
(GnomAD) y aunque las predicciones bioinformaticas son contradictorias, el CADD score es de 23,6, lo
gue orienta a un caracter patogénico. Pero este paciente también presenta otra VS| en heterocigosis
en el COL11A2, que ha sido relacionado con HA AD (DFNA13). Sin embargo, las evidencias que apoyan
la relacién de este gen con la HA AD son aun moderadas segun ClinGen, mientras que en el caso del
gen TMC1, se considera definitivamente relacionado con HA AD, debido a evidencias de cosegregacion
con la HA en multiples familias y la existencia de modelos animales, pruebas funcionales, estudios de
expresion y rescate en modelos de ratones que la apoyan. Por tanto, consideramos que, en el paciente
P0O49, la variante TMC1 cumple mds criterios para ser considerada variante candidata, restando

importancia a la variante en el gen COL11A2.

Respecto al caso P0O75, la variante c.46G>A es una variante de cambio de sentido que se encuentra
descrita en ClinVar como VS|, y ha sido clasificada por DVD como probablemente benigna en base a
las predicciones bioinformaticas, ya que multiples predictores la clasifican como tolerada (CADD score:
14,9) y se presenta en el 0,04% en poblacion general europea segin GnomAD. Sin embargo, estas
evidencias no son suficientes para descartar su patogenicidad, es una variante de cambio de sentido
y el fenotipo del paciente es consistente con DFNA36, por lo que la consideramos variante candidata

se ser la causa de la HA en este paciente.
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Tanto en el caso P049 como en el PO75 es necesario realizar el estudio de segregacion para establecer
si las variantes candidatas cosegregan con la enfermedad en cada una de las familias. Esto no ha sido

posible por no disponer de muestra de los familiares de estos pacientes.

4.12. Gen TMPRSS3

Las variantes patogénicas en el gen TMPRSS3 son causa de HA DFNB8/10, de herencia AR, que en el
caso de DFNB10 suele ser de inicio prelingual y en DFNB8 postlingual (101). La hipoacusia puede ser
leve o severa, dependiendo de la naturaleza de las variantes implicadas y de los dominios a los que

éstas afectan (99).

Un paciente (P077) fue diagnosticado de hipoacusia HA relacionada con el gen TMPRSS3 (Tabla 27).

Tabla 27. Paciente con HA relacionada con el gen TMPRSS3 diagnosticado en este estudio.

P077 €.208delC |p.His70Thrfs*19| LDLRA Homocigosis DFNB10 Congénita Severa Desconocido

En el paciente PO77 se identificd la variante ¢.208delC en homocigosis, que genera un codén de parada
prematuro en la proteina. Esta variante es conocida y ha sido previamente descrita en varias familias,
entre ellas, una familia espafiola con hipoacusia AR severa-profunda de inicio prelingual (101(150). El
paciente PO77 presentaba hipoacusia profunda congénita y esporadica, que cuadra con el fenotipo

esperado de las variantes severas causantes de DFNB10, que generalmente son de truncamiento.

4.13. Gen WFS1

Las alteraciones en el gen WFS1 se asocian a un espectro de patologias que incluye: 1) el sindrome de
Wolfram 1, AR, que se caracteriza por diabetes tipo 1, diabetes insipida, HA, atrofia éptica bilateral y
signos neuroldgicos; 2) el sindrome Wolfram-like, AD y que consiste en la triada de diabetes mellitus
de inicio en adulto, HA progresiva de frecuencias bajas y moderadas de inicio en la primera década de
la vida y atrofia dptica de inicio juvenil; y 3) la hipoacusia DFNA6/14/38, de herencia AD.

Una paciente (P069) fue diagnosticada de hipoacusia relacionada con WFS1. Ademas, dos de los casos

no concluyentes presentaban variantes candidatas en el gen WFS1 (Tabla 28).
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Tabla 28. Paciente diagnosticado de HA relacionada con el gen WFS1 y pacientes con VS| candidatas en dicho gen.

P069 c.2051C>T | p.Ala684Val | Heterocigosis Sd. Wolfram-like AD Congénita Profunda Estable
L Sd. Wolfram-like/ . .

P039 c.1106A>C | p.Lys369Thr | Heterocigosis DFNA6/14/38 AD Prelingual Profunda Progresiva
L Sd. Wolfram-like/ . .

PO85 c.976G>A p.Ala326Thr | Heterocigosis DFNAG/14/38 AD Postlingual Profunda Progresiva

La paciente P0O69 presentaba hipoacusia congénita profunda esporadica. En el momento de la consulta
de la historia clinica la paciente tenia 10 afios de edad y no se evidenciaban alteraciones oftalmoldgicas
exceptuando una ligera hipermetropia. La variante de cambio de sentido identificada en este paciente,
€.2051C>T (p.Ala684Val), ha sido descrita por multiples autores como patogénica y causante de
hipoacusia AD DFNA6/14/38 con atrofia dptica y sindrome Wolfram-like AD, y de sindrome de
Wolfram cuando se encuentra en trans con otra variante patogénica en el gen WFS1. Al no haberse
identificado en esta paciente otra variante patogénica en este gen, el diagndstico mas probable es el
de sindrome Wolfram-like. La ausencia de otras alteraciones como atrofia dptica puede deberse a que

ésta generalmente es de aparicién mas tardia (151).

En cuanto a las dos variantes candidatas identificadas en los pacientes P039 y P085, ambas son
variantes de cambio de sentido en heterocigosis. En el paciente P039 se identificé la variante
¢.1106A>C (p.Lys369Thr), que ha sido registrada en ClinVar y DVD como VSI. Sin embargo, su
frecuencia en poblaciéon general es muy baja (GhomAD Exomes: 0,0087%; ausente en GnomAD
Genomes), multiples predictores bioinformaticos predicen su efecto como deletéreo (entre ellos el
CADD score: 24,2) y las variantes de cambio de sentido son una causa conocida de HA relacionada con
el gen WFS1, por lo que consideramos esta variante como candidata. Algo similar ocurre con la
variante encontrada en P085, c.976G>A (p.Ala326Thr), que afecta a un aminoacido altamente
conservado del dominio hélice transmembrana, clasificada como VOUS por DVD, con un CADD score
de 22,7 y presente en poblacién general (GnomAD: 0,011%). Ademds, la HA se detecto a los 7 afios en
este paciente. Sin embargo, la historia familiar refiere consanguinidad (padres primos) y los casos de

HA en esta familia parecen mostrar un patrén de herencia AR.

Las tres variantes que hemos identificado en el gen WFS1 se localizan en el exén 8, que es el de mayor
tamafo del gen y donde se localizan la mayoria de las variantes patogénicas (152). Sin embargo, se
han descrito también multiples variantes de cambio de sentido benignas en este exén (153). La

variante c.2051C>T (p.Ala684Val) se localiza en el dominio C-terminal del interior del reticulo
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endoplasmico, regidn con mas variantes patogénicas descritas hasta la fecha (Figura 87). Las variantes
candidatas c.976G>A (p.Ala326Thr) y c.1106A>C (p.Lys369Thr) se encuentran en la region
transmembrana y en una de las asas citosdlicas de la hélice, respectivamente, donde han sido

identificadas otras variantes de cambio de sentido patogénicas.
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Figura 87. Estructura de los dominios transmembrana de la proteina wolframina y distribucion de variantes patogénicas. Los
circulos azules representan la secuencia normal de aminodcidos. Los circulos verdes representan la posicion de algunas de las
variantes patogénicas conocidas. Los circulos rojos representan variantes con prediccion potencialmente patogénica segun
el estudio de Qian et al. (152). Los circulos amarillos representan los aminodcidos que forman los dominios transmembrana.
Las variantes encontradas en nuestro trabajo y su localizacion se muestran enmarcadas (en recuadro rojo la variante
patogénica y en recuadro gris las variantes candidatas). Modificado de Qian et al. (152).

Otro aspecto a tener en cuenta es el fenotipo de la HA, que en el caso del gen WFS1 suele mostrar un
audiograma caracteristico con HA de predominio en frecuencias bajas y moderadas. Sin embargo,
aunque no se pudo conseguir el audiograma del paciente P039, segun la informacién disponible en la
historia clinica y los audiogramas de los pacientes P069 y P085, ninguno presenta ese perfil audioldgico
caracteristico (Figura 88). Este hecho parece ir en contra de la patogenicidad de las variantes
candidatas encontradas, y podria explicarse de distintas maneras: 1) las variantes candidatas no son
realmente la causa de la HA de estos pacientes; 2) la HA de los pacientes, al ser progresiva, ha
evolucionado a un audiograma mas plano; 6 3) dicho perfil audiolégico no se cumple en todas las

variantes que afectan al gen WFS1. Serdn necesarios estudios de segregacidn para ver si las variantes
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cosegregan con la HA en estas familias con el fin de obtener mayor informacién que ayude a dilucidar

la relevancia clinica de estas variantes candidatas.
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Figura 88. Audiogramas de los pacientes PO69 y P085. El audiograma del paciente PO39 no pudo obtenerse.

4.14. Gen ILDR1

Un paciente fue identificado de HA relacionada con el gen ILDR1 DFNB42 (Tabla 29).

Tabla 29. Variantes identificadas en el gen ILDR1 en este estudio.

1D
VELRENIES Dominio Estado Origen Inicio Progresion
Paciente
€.280G>A p.Asp94Asn Ig-like Heterocigosis Paterno
P023 Postlingual Moderada Estable
c.434G>A p.Cys145Tyr Ig-like Heterocigosis Materno

El paciente P023 presentaba dos variantes de cambio de sentido en el dominio Ig-like de la proteina,
que tras el estudio de los progenitores se demostrd que se encontraban en fase de acoplamiento
trans. La HA del paciente era de inicio postlingual, estable y moderada, con una pérdida predominante

en frecuencias altas.

Ambas variantes se describen en DVD como VSI por falta de informacidn, y no se encuentran en

ClinVar ni HGMD.
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El audiograma del paciente P023 se muestra a continuacidn (Figura 89).
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Figura 89. Audiograma del paciente PO23, con dos variantes de cambio de sentido en el dominio Ig-like del gen ILDR1.

Aunque el fenotipo de las variantes en ILDR1 causantes de DFNB42 ha sido descrito en general como
HA severa en todas las frecuencias, se ha postulado que las variantes que afectan al dominio Ig-like de
la proteina presentan un fenotipo auditivo diferente, con una caida brusca en frecuencias altas
conocido como “perfil en pista de esqui” (61). Sin embargo, el nUmero de variantes identificadas en
dicho dominio es bajo, por lo que son necesarios mas estudios. Nuestro trabajo apoya dicha hipétesis,
ya que el paciente P023, con dos variantes de cambio de sentido en el dominio Ig-like, presenta un

audiograma compatible con esa descripcidn (Figura 89).

4.15. Gen MYH14

El gen MYH14 causa HA no sindrdmica AD DFNA4 (OMIM#600652), que suele ser de inicio postlingual
y progresiva; o sindrome de neuropatia periférica, miopatia distal, disfonia e HA AD (OMIM#614369),

el cual ha sido reportado en una Unica familia (154).

Dos pacientes de este trabajo fueron diagnosticados de HA relacionada con MYH14 DFNA4 (Tabla 30).

Tabla 30. Pacientes con variantes en MYH14 identificados en este estudio. La variante nueva se resalta en color rosa.

PO16 €.3439G>A | p.(Glul147Lys) Cola DFNA4 AD Congénita Moderada Estable
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P030 c.1656G>A p.(Pro552=) | Cabeza motora DFNA4 AD Congénita Severa Estable

La paciente PO16 presenta la variante de cambio de sentido ¢.3439G>A en heterocigosis. Esta variante
no ha sido descrita previamente en ClinVar, HGMD o DVD, y tampoco se ha encontrado en poblacion
general (GnomAD: ausente). Multiples predictores bioinformaticos la describen como patogénica
(entre ellos, CADD: 26,8) y afecta a un residuo muy conservado de la cola de miosina, dominio en el

que reside la especificidad de funcién de la proteina.

El fenotipo de la paciente PO16 era de HA moderada, congénita y estable, y no existian antecedentes
de HA en la familia. Este fenotipo no concuerda con las caracteristicas tipicas de la HA DFNA4 descritas
en la literatura, que muestran una HA de inicio postlingual y progresiva (155). Sin embargo, un estudio
mas reciente ha identificado en dos familias con HA de herencia AD dos variantes nuevas en MYH14
asociadas a HA congénita y prelingual respectivamente (156). Una de ellas es una variante de cambio
de sentido localizada en la cabeza motora, y la otra una variante de truncamiento en el exén 2; ambas

segregaban en miltiples individuos en las respectivas familias.

La paciente P0O30 presentaba una sustitucidon en el ultimo nucledtido del exén 14 del gen MYH14,
descrita en DVD como VSI. Esta sustitucion, aunque sea un cambio sindnimo, segun mdultiples
predictores bioinformaticos elimina el sitio dador del splicing. Ademas, afectaria a la cabeza motora,
dominio critico de la proteina. El fenotipo de HA de este paciente también era de inicio congénito,
estable y esporadica, pero de grado severo, a diferencia del caso P016. No se pudo realizar el estudio

de segregacion en la familia por no disponer de muestra de los progenitores.

Los audiogramas de ambos pacientes se muestran a continuacidn (Figura 90).
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Figura 90. Audiogramas de los pacientes diagnosticados de DFNA4 relacionada con MYH14.

4.16. Gen ESPN

Las variantes patogénicas en el gen ESPN son causa de Sindrome de Usher tipo 1M (OMIM# 618632),
HA AR DFNB36 e HA AD sin alteracion vestibular (OMIM#609006).

Un paciente de este trabajo presentd HA asociada al gen ESPN. Ademas, otro paciente presenté una

variante candidata en este gen (Tabla 31).

Tabla 31. Pacientes con variantes en el gen ESPN identificados en este estudio.

) : p 8 o Grado i
Paciente Variante Estado Patologia Herencia Inicio (GENDEAF) Progresion
HA
PO96 | c2230G>A | p.Asp744Asn | Heterocigosis |"curosenseriall Congénita Profunda Estable
sin alteracion
vestibular
PACIENTES CON VARIANTES CANDIDATAS
HA
P094 c.1426A>C | p.Lys476GIn Heterocigosis ngurosensc')r}al AD Congénita Moderada Progresiva
sin alteracion
vestibular

El paciente P096 presentd en heterocigosis una variante de cambio de sentido descrita previamente
como patogénica en DVD y HGMD. Un estudio funcional de esta variante demostré que afecta a la

organizacion de los estereocilios (157), causando HA de herencia AD.
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En el paciente P094 se identificd una variante de cambio de sentido en heterocigosis, clasificada por
DVD como variante de significado incierto. La frecuencia poblacional de esta variante es relativamente
baja (GnomAD: 0,0043%) y multiples predictores bioinformaticos la describen como deletérea (entre

ellos, CADD: 25,4).

El gen ESPN se asocid por primera vez a HA de herencia AD en 2006 (157), aunque es la Unica
publicacidon que relaciona este gen con HA de herencia AD, donde reporta dos casos y una prueba
funcional que demuestra el efecto de estas variantes sobre la organizacidén y elongacion de los
estereocilios. Aunque no se han descrito evidencias que contradigan esta asociacion, tampoco se han
publicado mas evidencias a favor de ella, por lo que la asociacidn de este gen con HA de herencia AD

se considera aun limitada (61).

Las variantes que presentamos en este trabajo pueden reforzar esta asociacién, aunque es necesario

realizar el estudio de segregacidn en los familiares de ambos casos.

4.17. Gen PCDH15

Las variantes patogénicas de truncamiento en el gen PCDH15 son causa de sindrome de Usher tipo 1
AR, mientras que las variantes de cambio de sentido se asocian a HA AR DFNB23, aunque las evidencias

disponibles aun son limitadas.

Una paciente de este estudio presentaba HA asociada al gen PCDH15 (Tabla 32).

Tabla 32. Variantes identificadas en PCDH15 en este estudio.

c.1120C>A p.GIn374Lys Cadherina
PO76 Desconocido | Prelingual Profunda Estable
c.4673_4676delTTAG p.Val1558Glufs*3

En la paciente PO76 se identificaron dos variantes en el gen PCDH15. La primera (c.1120C>A,
p.GIn374Lys) es una variante de cambio de sentido en uno de los dominios cadherina de la proteina,
donde otras variantes de cambio de sentido han sido reportadas como causantes de DFNB23. Esta
variante ha sido descrita en DVD como de significado incierto, pero no se ha encontrado en poblacién

general (GnomAD: ausente) y multiples predictores bioinformaticos la describen como deletérea.
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La otra variante, c.4673_4676delTTAG (p.Val1558Glufs*3) es una delecién de 4 nucledtidos en el
ultimo exdn del gen, que cambia el marco de lectura generando un coddn de parada prematuro. Esta
delecion ha sido descrita en un articulo asociada a sindrome de Usher, aunque los autores no
encontraron una segunda variante en el gen PCDH15 y no presentan mas evidencias (94). La variante
estd presente en poblacion general, aunque su frecuencia no permite descartar su patogenicidad
(GnomAD: 0,011% en europeos no finlandeses). Aunque las variantes de truncamiento en el gen
PCDH15 son un mecanismo conocido de sindrome de Usher tipo 1, al estar localizada esta delecién en
el ultimo exdn el ARNm resultante escaparia del mecanismo de NMD, por lo que presumiblemente la
proteina sera sintetizada, aunque de forma truncada, viendo reducida la longitud de su region
citoplasmdtica C-terminal. Otra variante de truncamiento en el Ultimo exdn ha sido reportada
recientemente en una familia paquistani asociada a DFNB23 (158), donde los autores postulan que la
variante de truncamiento no produce sindrome de Usher en dicha familia porque el efecto de la
pérdida de parte de la region C-terminal en la funcién de la proteina es leve, dando lugar a HA no
sindrémica DFNB23. Nuestro paciente apoyaria esta teoria, siempre que se demuestre que ambas
variantes estan en trans y que no presenta alteraciones oculares, lo que requiere un seguimiento
clinico a largo plazo. Ademas, la paciente presenta una hermana con HA, aunque no ha sido posible

realizar un estudio de segregacion por falta no disponer de muestra de la misma.

4.18. Gen SIX5

El gen SIX5 ha sido asociado previamente sindrome a branquio-oto-renal (BOR), de herencia AD (159).
Sin embargo, actualmente existen datos convincentes en contra de esta asociacion (160-162), por lo
gue son necesarias mas evidencias para apoyar o refutar el papel de este gen en esta enfermedad

(61).

Un paciente de este trabajo (PO09) presentaba una variante en el gen SIX5 (Tabla 33).

Tabla 33. Variantes identificadas en el gen SIX5.

P009 c.2098G>A p.Asp700Asn Heterocigosis Paterno Congénito Severa Estable

La variante identificada es una sustitucion de cambio de sentido en heterocigosis que no ha sido
descrita en DVD, HGMD o Clinvar, pero si se ha encontrado en poblacién general (GnomAD: 0,013%
en europeos no finlandeses). Aunque las predicciones de los distintos predictores bioinformaticos son

discordantes, el CADD score es de 24,1, lo que orientaria a su patogenicidad.
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El paciente PO09 presentaba HA esporadica de inicio congénito, aparentemente no sindrémica. Sin
embargo, tras el estudio genético se observd que presentaba dilatacion vestibular en ambos oidos,

signo compatible con el sindrome BOR.

Al realizar el estudio de segregacién de los progenitores no afectos del paciente se observé que la

variante es de origen paterno.

4.19. Gen SOX10

Las variantes patogénicas en el gen SOX10 causan sindrome de Waardenburg tipo 4 AD, también
conocido como sindrome de Waardenburg-Sha (OMIM#613266). Este sindrome se caracteriza por la
asociacion de sindrome de Waardenburg (HA neurosensorial y anomalias pigmentarias) y enfermedad

de Hirschprung (megacolon aganglidnico) (163).

Un paciente de este trabajo presentaba una variante candidata en el gen SOX10 (Tabla 33).

Tabla 34. Variante candidata identificada en el gen SOX10. Al ser nueva, se resalta en color rosa.

P081 c.416G>A p.Gly139Asp Heterocigosis Desconocido Congénito Severa Estable

La variante encontrada es una sustitucion de cambio de sentido en heterocigosis que no ha sido
descrita previamente en DVD, HGMD, 6 ClinVar, tampoco se ha encontrado en poblacién general
(GnomAD: ausente) y multiples predictores bioinformaticos la catalogan como deletérea (entre ellos:
CADD: 29). Sin embargo, siguiendo las guias clinicas, estas evidencias sélo permiten atribuirle la

clasificacion de VSI.

Al analizar las caracteristicas clinicas que presenta el paciente, se observa una HA congénita severa
que parece presentar un modo de herencia AD, con la madre y la abuela del paciente afectas de HA.
Ademas, el paciente presenta alteraciones morfoldgicas en los conductos semicirculares, que suelen
estar presentes en algunos pacientes con sindrome de Waardenburg. La historia clinica no refiere
alteraciones digestivas que sugieran enfermedad de Hirschprung. En base a estas evidencias la

consideramos como variante candidata.
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No ha sido posible realizar en estudio de segregacion en la familia por no disponer de muestra de los

familiares.

5. Variantes nuevas

Se han considerado variantes nuevas aquellas que no se encuentran descritas en las bases de datos
de patologia o en la literatura cientifica. La ausencia de la variante en poblacién general (GnomAD) se
ha considerado una evidencia a favor de su patogenicidad, pero no como un criterio necesario para

considerar la variante como nueva.

Se identificaron en total 18 variantes en 15 pacientes de nuestra cohorte. El gen con un mayor nidmero
de variantes nuevas fue MYO15A (4/18, 22% del total de variantes nuevas identificadas), seguido del

gen OTOF (3/18, 17% de todas las variantes nuevas identificas).

Las variantes nuevas identificadas en esta tesis se muestran en la Tabla 35.

Tabla 35. Variantes nuevas asociadas a HA detectadas en nuestra cohorte.

I R L

STRC ¢.4403G>C p.Argl468Pro Hemicigosis P0O06
c.1404delA p.Val469Cysfs*27 Heterocigosis
P025
OTOF c.5125G>T p.Asp1709Tyr Heterocigosis
c.1469delC p.Pro490Hisfs*6 Heterocigosis P103
c.2740G>A p.Glu914Lys Heterocigosis P028
c.6004delG p.Glu2002Argfs*27 Heterocigosis P028, P092
MYO15A
€.3874T>C p.Phel292Leu Homocigosis PO50
c.4596+4A>G - Heterocigosis P092
c.232delC p.GIn78Serfs*20 Heterocigosis
LOXHD1 P043
c.4663G>T p.Glul555* Heterocigosis
MYO6 c.2544delA p.Lys848Asnfs*9 Heterocigosis P020
MYO7A c.5722T>A p.Phe1908lle Heterocigosis P082
c.645C>A p.Tyr215* Heterocigosis P0O64
T™MC1
c.142C>T p.Arg48Trp Heterocigosis P049
MYH14 €.3439G>A p.(Glul147Lys) Heterocigosis PO16
ATP2B2 c.1067-2A>G p.? Heterocigosis PO61
HGF c.2168A>G p.Tyr723Cys Heterocigosis PO55
SOX10 c.416G>A p.Gly139Asp Heterocigosis PO81
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DISCUSION

Muchos estudios han descrito la importante etiologia genética de la HA no sindrémica y su gran
heterogeneidad, con mas de 100 genes asociados descritos hasta la fecha (Hereditary Hearing Loss
Homepage, 2020). Sin embargo, la prevalencia de estos genes varia ampliamente en funcién de la
poblacién estudiada. La informacién a este respecto en poblacién europea y en concreto en la
espanola es escasa, y la mayoria de los articulos publicados son referentes a los genes GJB2, OTOF y
variantes patogénicas mitocondriales (31, 43, 54, 117, 164). En el caso de la poblacidn del Pais Vasco
no hay publicaciones al respecto. Por tanto, el objetivo de este estudio ha sido identificar las causas

de origen genético de la HA en el Pais Vasco.

Se han estudiado 100 pacientes residentes en el Pais Vasco siguiendo una aproximacion secuencial
que ha permitido el diagndstico de 62 de ellos (62%). Esta tasa diagndstica es alta si la comparamos
con estudios publicados previamente en otras poblaciones, en los que el rendimiento diagnédstico
ronda el 40%: 42% en Espafia (34), 40% en Japon (165), 39% en Estados Unidos (94), 48% en Francia
(92), 33% en Holanda (69). Aunque los datos son dificiles de comparar por los distintos criterios de
seleccion de pacientes y las diferencias en los genes estudiados, el rendimiento diagndstico obtenido
en este estudio es claramente mayor. Esto puede deberse a varios motivos: por un lado, a la
aproximacién diagnéstica secuencial utilizada, que empieza por las causas mds comunes de HA y se
complementa con un panel ampliado de unos 90 genes individualmente menos frecuentes pero que
en conjunto suponen un porcentaje semejante al de los genes del estudio basico (32% de rendimiento
con el estudio basico vs 30% de rendimiento con el panel de 90 genes). Por otro lado, se ha utilizado
una combinacién de metodologias que permite detectar diferentes alteraciones génicas que incluyen
desde mutaciones puntuales, deleciones exdnicas o alteraciones en el nimero de copias (CNV) para
algunos de los genes estudiados. Ademas, la selecciéon de pacientes también ha jugado un papel
fundamental, ya que esta demostrado que, en los casos esporadicos de HA, la inclusién de casos
Unicamente bilaterales aumenta el rendimiento diagndstico (98, 166). Por ultimo, también puede
favorecer este aspecto la seleccidon de pacientes con inicio de HA en edad pediatrica, ya que de esta
manera se evita el factor distorsionante de la presbiacusia (pérdida auditiva gradual debida al

envejecimiento) u otras causas no genéticas de HA adquirida en etapas mas tardias de la vida.

Por otra parte, los datos obtenidos en esta tesis muestran que la tasa diagndstica varia en funcién de
las caracteristicas de la HA. Este hecho es especialmente llamativo si tenemos en cuenta el momento
de inicio de la misma, ya que el rendimiento diagndstico en el grupo de HA congénitas es del 68%

frente al 40-50% obtenido en las HA de inicio mas tardio. Lo mismo ocurre con la HA profunda, con un
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68% de tasa diagnéstica, aunque la diferencia respecto al resto de grados de HA es menor. Estos datos
confirman los hallazgos de estudios previos: la etiologia genética es mayor en la HA congénita
profunda (94). La presencia de antecedentes familiares de HA en nuestro caso no aumenta la tasa
diagndstica global y su ausencia la disminuye ligeramente al 58%, en menor medida respecto a lo
descrito en la bibliografia publicada (94). Esto se debe probablemente a los criterios de seleccion de

nuestra cohorte previamente mencionados (166).

Prevalencia de los genes implicados en HA no sindréomica de origen genético en el Pais Vasco

Los genes mas frecuentemente implicados en los pacientes diagnosticados en este estudio son, de
mayor a menor frecuencia, el gen GJB2 (24 de los 62 pacientes diagnosticados, 39%), STRC(7/62, 11%),
OTOF (6/62, 10%), MT-RNR1 (4/62, 6%), MYO15A (4/62, 6%) y TECTA (3/62, 5%). Las herencias de las
HA de los pacientes diagnosticados fueron AR (76%), AD (18%) y mitocondrial (6%). La distribucién por
tipo de herencia en nuestra cohorte concuerda en gran medida con lo publicado por otros autores,
segun los cuales el 70-80% de las HA no sindromicas son de herencia AR y aproximadamente el 20%
de herencia AD (28). La HA ligada al cromosoma X se considera mucho menos frecuente a nivel
mundial, representando aproximadamente el 1% de las HA genéticas en paises de occidente (29). En

este trabajo no se ha identificado ningun caso de HA ligada a X.

La HA mitocondrial merece una mencion aparte, ya que se han descrito grandes diferencias de
prevalencia en diferentes poblaciones. En este estudio, 4 de los 100 pacientes presentan una variante
patogénica mitocondrial, lo que supone una prevalencia del 4%. Las variantes m.1555A>G y
m.1494C>T estdn representadas en la misma proporcion, suponiendo el 2% (2/100) cada una de ellas.
La mayoria de la bibliografia publicada sobre HA mitocondrial se refiere a la variante patogénica
m.1555A>G. Los estudios en poblacion no espafiola describen un 0.6-2.5% de prevalencia en pacientes
caucdsicos con HA no sindrémica en general (167), similar a la obtenida en nuestra cohorte para esta
variante. Sin embargo, su prevalencia en poblacion espafola es llamativamente elevada, con
frecuencias que van desde el 17 al 27% en varios estudios publicados por distintos autores (31, 117,
168). Las altas cifras obtenidas en dichos estudios son probablemente debidas a las cohortes
estudiadas, que incluyen mayoritariamente pacientes con HA familiar, de inicio postlingual y tratados
con aminoglucdsidos, caracteristicas que generan un sesgo a favor de la HA mitocondrial. Nuestra
cohorte es mas heterogénea que la de los estudios espafioles citados, ya que los casos hereditarios
suponen el 50% (50/100) y los postlinguales solamente el 14% (14/100). Por tanto, la prevalencia del
2% observada para la variante m.1555A>G refleja mejor la verdadera presencia de dicha variante en

nuestra poblacion. Ademas, concuerda con la descrita en poblacién caucasica, por lo que es probable
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qgue un estudio en poblacién espafiola sin sesgos de herencia, edad de inicio de HA ni antecedentes
de tratamiento con aminoglucdsidos proporcione prevalencias similares a las descritas en nuestra
cohorte. Respecto a la variante mitocondrial m.1494C>T, identificada en 2/100 de pacientes en este
estudio (2%), el numero de estudios publicados es mucho menor. Tras haber sido reportada por
primera vez en 2004 (169), el Unico estudio realizado en poblacién espafola describe una prevalencia
del 0,3% en una cohorte de mas de 1300 pacientes espafioles con HA no sindrémica (30). En nuestra
cohorte, sin embargo, la prevalencia de esta variante es mayor (2%, 2/100) e igual a la de la variante
m.1555A>G, hecho que no ha sido observado en la bibliografia publicada, por lo que podria reflejar

una caracteristica diferencial de la poblacidn del Pais Vasco.

Si nos centramos en cudles son las principales causas genéticas de HA en nuestra poblacion, los
resultados de nuestro estudio muestran que la causa mds frecuente son las alteraciones en el gen
GJB2 (24/100, 24% de los pacientes estudiados; 24/62, 39% de los pacientes diagnosticados), igual
que ocurre en otras poblaciones caucasicas y en especial del sur de Europa. Un estudio previo describe
una prevalencia del gen GJB2 del 46% en familias de Espafia e Italia con HA AR (170). En nuestra
cohorte este gen esta implicado en el 49% (23/47) de los pacientes diagnosticados con HA AR,
porcentaje similar al de dicha publicacion. Ademas, la variante patogénica mas frecuente en nuestra
cohorte (c.35delG) es también la mds frecuente en Europa, Oriente Medio, norte de Africay en areas
pobladas por inmigrantes originarios de estas regiones (171) . En concreto, en este trabajo supone un
66% (31/47) de los alelos patogénicos identificados en GJB2, porcentaje mayor que el descrito
previamente en pacientes espafioles, que era del 55% (170). Por tanto, podemos decir que la
implicacion del gen GJB2 en la poblacién del Pais Vasco y en concreto de la variante c.35delG, es
equivalente y confirma lo observado en poblacién espafiola, por lo que no existen diferencias en

cuanto a la principal causa de HA entre estas dos poblaciones.

Las grandes deleciones en GJB6 (del(GJ/B6-D1351830) y del(GJB6-D1351854)) han sido identificadas en
2 de 100 pacientes de este estudio respectivamente. Asi, cada delecién supone un 4% de todos los
alelos patogénicos en GJB2 (2/47). Estas cifras difieren de lo publicado en poblacion espafiola, donde
la delecion del(GJB6-D1351830) representa aproximadamente un 8% de los alelos patogénicos en
GJB2 en pacientes de Madrid y Barcelona, mientras que la delecion del(G/B6-D1351854) supone un
2.2% de los alelos patogénicos en Espafia (54). Segln nuestros resultados, la prevalencia de la delecion
del(GJB6-D1351830) en el Pais Vasco es la mitad de la descrita en poblacién espafiola y equivalente a
la de la delecion del(G/B6-D1351854), aunque estos resultados pueden deberse al bajo nimero de

casos encontrados en nuestra cohorte y al tamafio muestral.
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La segunda causa de HA en nuestra cohorte son las alteraciones en el gen STRC (7/100, 7% de los
pacientes estudiados; 7/62, 11% de los pacientes diagnosticados), por delante de los genes OTOF y
MT-RNR1, considerados causas frecuentes de HA en poblacion espafiola (172). Hay que destacar que
estos 7 pacientes presentan la delecién de al menos una de las copias de este gen, lo que refleja la
relevancia de esta alteracion como causa de HA y la necesidad de incluir su estudio en el diagndstico
genético rutinario de la HA. Esta necesidad ha sido resaltada previamente por varios autores (92, 99,
173, 174) y en los ultimos afos se han publicado varios trabajos que describen las alteraciones en el
gen STRC como segunda causa de HA tras el gen GJB2 en poblacién europea (90-92). Sin embargo, la
informacién disponible en poblacion espafiola es muy limitada: hasta la fecha, sélo existe una
publicacidon que incluya el gen STRC y describe una frecuencia del 4% (2/50) en una cohorte de
pacientes con HA con resultado negativo para GJB2, OTOF y MT-RNR1 (34). En los resultados obtenidos
en dicho estudio, el gen STRC se encuentra en sexto lugar en cuanto a frecuencia, por detrds de los
genes GJB2, OTOF, MT-RNR1, ACTG1 y USH2A. Si excluimos de nuestros resultados los pacientes con
HA relacionada con alguno de estos genes para poder comparar nuestros resultados con los de
Cabanillas et al., la HA causada por el gen STRC supone un 11% (7/66), mas del doble de lo observado
por dichos autores. Esto puede ser debido a la metodologia utilizada para la deteccidon de las
deleciones en STRC, ya que en nuestra aproximacién utilizamos un cribado de deleciones por ddPCR
que excluye especificamente el pseudogén, mientras que Cabanillas et al. utilizan un algoritmo
bioinformatico a partir de los datos de la NGS que probablemente tenga una menor sensibilidad. Algo
similar ocurre en los estudios publicados en distintas poblaciones europeas, que reportan prevalencias
gue varian desde el 0,8% hasta el 14% (69, 88, 90-92); y en un estudio multiétnico realizado en Estados
Unidos se describe una frecuencia global de HA relacionada con STRC del 16%, que aumenta hasta el
20% si se restringe el andlisis a la etnia caucasica (94). Si nos centramos en la metodologia utilizada
para la deteccién de CNV en STRC en estos estudios, las cifras mas bajas de prevalencia coinciden con
los estudios que utilizan algoritmos bioinformaticos basados en los resultados de la NGS (34, 69, 92,
(175), mientras que las cifras mas altas y que se asemejan mas a la nuestra corresponden a los que
utilizan un método de cribado especifico para deteccion de CNV en STRC (88, 90, 91) o paneles de NGS
enriquecidos en esa regidn para mejorar su deteccién (94). Por tanto, nuestros resultados demuestran
gue las alteraciones en el gen STRC son la segunda causa de HA en nuestra poblacién, con una
prevalencia menor al gen GJB2 y similar a lo encontrado en poblacién europea, y que su estudio
requiere una aproximacién especifica para deteccién de las CNV que permita discriminar entre el gen
y el pseudogén para aumentar la sensibilidad. Probablemente, un estudio de poblacién espafiola
mediante este tipo de tecnologias muestre una prevalencia mayor a la observada por Cabanillas et al.

y similar a la que hemos obtenido en nuestra cohorte.
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Dada la relevancia de las deleciones en STRC como causa de HA y basandonos en las publicaciones al
respecto que destacan la alta frecuencia de portadores heterocigotos sanos de deleciones del gen
STRC en poblacién general (69, 92, 95, 167), hemos querido determinar en este estudio la frecuencia
de portadores en el Pais Vasco. El resultado obtenido es una frecuencia de portadores de 1/66
individuos (4 de 264 individuos normoyentes estudiados), cifra que cumpliria criterios de variante
polimérfica en poblacién general (>1%) y que, ademas, concuerda con las cifras reportadas
previamente (1.6% Knijnenburg et al.; 1.09% Hoppman et al.) (89, 95). Sin embargo, no se disponen

de datos referentes a poblacion espafiola para poder realizar una comparacion.

La prevalencia de HA relacionada con el gen OTOF en nuestra cohorte es del 6% (6/100 pacientes
estudiados) y supone el tercer gen mas frecuentemente implicado siguiendo estrechamente al STRC.
Aunque la variante mas prevalente en nuestra cohorte es la recurrente en poblaciéon espafiola
€.2485C>T (p.GIn829%*), representando la mitad de los alelos patogénicos en OTOF, en nuestro estudio
se han encontrado tres variantes no descritas previamente. Un estudio realizado en poblacién
espanola describe que al menos un 8% de las HA AR prelinguales profundas estdn causadas por
variantes patogénicas bialélicas en OTOF (172). En dicho estudio se realizd un cribado inicial de la
variante c.2485C>T seguido de la bisqueda de una segunda variante patogénica en aquellos pacientes
con resultado heterocigoto. Con el fin de poder realizar una comparacién, si seleccionamos en nuestra
cohorte aquellos pacientes en los que al menos una de las variantes sea ¢.2485C>T y que presentan
HA profunda prelingual (incluyendo la congénita), la prevalencia que obtendriamos seria del 8,3%,
equivalente a la descrita en dicho estudio. Aunque estas cifras muestran que la representacién de la
variante c.2485C>T en el Pais Vasco es la misma que en poblacién espainola, nuestros resultados
reflejan la relevancia de otras variantes en el gen OTOF. Mediante el cribado inicial de la variante
recurrente c.2485C>T habriamos diagnosticado sélo el 67% (4/6) de los pacientes con HA relacionada
con el gen OTOF de nuestra cohorte. Dicha aproximacién suponia antiguamente una ventaja a nivel
técnico, pero actualmente, con la implantacién de la NGS, ha dejado de tener sentido. Por otro lado,
al seleccionar sdlo los pacientes con HA profunda también se infradiagnostica la HA relacionada con
OTOF ya que, en nuestro estudio, 2 de los 6 pacientes con HA por OTOF presentan HA severa. Es decir,
la aproximacion utilizada en nuestro estudio, que es independiente del fenotipo de HA del paciente y
gue no se centra en hotspots o variantes recurrentes en la poblacién estudiada, se traduce en un
mayor rendimiento diagndstico. Por otra parte, nuestros resultados muestran que la prevalencia de
HA relacionada con OTOF en el Pais Vasco es muy superior a la observada en otras poblaciones a nivel
mundial, al igual que ocurre en poblacion espafiola. En un estudio de 200 pacientes de origen holandés

no se encontrd ningln caso relacionado con el gen OTOF (69); en poblacidn belga con HA se ha
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encontrado una prevalencia menor del 1% (1/131) (175), similar a la reportada en Estados Unidos
(9/1119) (94); y la prevalencia en Japdn es del 2% (31/2265) (176). Por tanto, el gen OTOF es de gran
relevancia como causa de HA en el Pais Vasco y no parece diferenciarse de la poblacién espafiola en

este aspecto.

El gen MYO15A representa junto con el gen mitocondrial MT-RNR1 (al cual nos hemos referido al inicio
de este apartado) la cuarta causa de HA en nuestra cohorte (4/100, 4% de prevalencia para cada uno
de estos genes; 4/62, 6% de los pacientes diagnosticados en cada caso). Esta cifra resulta dificil de
comparar con la de otras poblaciones por los motivos previamente descritos de diferencias en los
pacientes y genes incluidos en cada estudio. Un meta-analisis publicado recientemente sobre la
prevalencia de HA por el gen MYO15A (177) describe una frecuencia global mundial de HA por
MYO15A del 6% en pacientes con resultado negativo para GJB2, aunque varia ampliamente en funcién
del pais: desde una prevalencia del 2% en Japdn o Guatemala por ejemplo, hasta un 10% en Argelia o
Corea; y la poblacidn espafiola, con una prevalencia del 2% en pacientes negativos para GJB2, MT-
RNR1 y OTOF (34), se encuentra entre las mas bajas a nivel mundial (177). Sin embargo, si calculamos
la frecuencia de HA por MYO15A en pacientes negativos para GJB2, MT-RNR1 y OTOF en nuestra
cohorte, obtenemos una frecuencia del 6% (4/66), el triple de lo observado en poblacidon espafiola por
Cabanillas et al. En un estudio multiétnico de 160 familias con HA familiar AR (=2 individuos con HA
en la misma familia) y resultado negativo para variantes patogénicas en GJB2, el gen MYO15A estuvo
implicado en el 13% (12/90) de los pacientes diagnosticados (178). Seleccionando en nuestra cohorte
los pacientes con dichas caracteristicas para poder comparar las cifras, el gen MYO15A esta implicado
en el 9% de los casos diagnosticados (2/22), cifra ligeramente menor al estudio de Bademci et al. Sin
embargo, las prevalencias descritas en poblacion Europea y de Estados Unidos por otros autores estan
entre el 2-3% (179) (94) (69) (92) (180). De todo lo anterior lo que podemos concluir es que la
prevalencia de HA por este gen en nuestra cohorte (4/100, 4%) es mayor a lo publicado en poblacién
espafola y europea, pero que es necesario realizar mds estudios con un nimero mayor de pacientes
y con homogeneidad de criterios de seleccion de los mismos para establecer la verdadera prevalencia
de las mutaciones en este gen en las distintas poblaciones. Hay que destacar que en tres de los cuatro
pacientes (75%) con HA por alteracion del gen MYO15A las variantes encontradas son nuevas.
Ademas, una de ellas (c.6004delG) ha sido identificada en dos de esos pacientes sin relacion familiar
conocida entre ellos, por lo que podriamos especular que se trata de una variante fundadora en
nuestra poblacidon. Por otro lado, otra de las variantes nuevas (c.1657delC) se encuentra en
homocigosis en uno de los pacientes, que es de etnia gitana y con consanguinidad conocida en la

familia. Este alto porcentaje de variantes nuevas podria deberse al gran tamafio del gen MYO15A, que
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contiene 66 exones, lo que aumenta la probabilidad de error de la polimerasa y la aparicidon de
variantes nuevas. Sin embargo, Bademci et al. en su estudio de 160 familias con HA AR negativas para
alteraciones en el gen GJB2, no observan correlacidn entre el tamafio de transcrito de los genes y el
numero de alelos mutados (178). Al contrario, describen que genes pequefios como el TMC1 estan
entre los mas propensos a variantes nuevas. Por tanto, es mas probable que el alto porcentaje de
variantes nuevas sea debido a que el gen MYO15A no ha sido estudiado en su totalidad de forma

rutinaria hasta la aparicién de la tecnologia de NGS, precisamente debido a su gran tamaiio.

El gen TECTA, que puede causar HA tanto AR como AD, se encuentra en nuestra cohorte en quinto
lugar como causante de HA, con una prevalencia del 3% (3/100 pacientes estudiados, 3%; 3/62
pacientes diagnosticados, 5%), causando HA AD en los 3 casos identificados. Los datos referentes a
otras poblaciones muestran frecuencias menores a la nuestra, con una prevalencia global del 1.5% en
Europa (175) (69), y en Estados Unidos se han descrito prevalencias que van desde el 0,6% (178, 181)
hasta el 2% (94). Nuestra prevalencia es muy similar a la observada en Estados Unidos por Sloan-
Heggen et al. (23/1119 pacientes estudiados, 2%; 23/436 pacientes diagnosticados, 5%) (94). Si
analizamos sélo los casos diagnosticados con HA AD, el gen TECTA es la principal causa de HA AD en
nuestra cohorte (3/11 pacientes con HA AD, 27%) con valores equiparables a los del estudio de Sloan-
Heggen et al., (15/63, 24%). Sin embargo, en poblacién espafiola se ha reportado una frecuencia del
4% de las HA (17/374 casos familiares) (109) y en poblacién europea esta implicado solamente en el
4,5% de las HA AD (69), muy por debajo de lo observado en nuestra cohorte. El resto de publicaciones
no diferencian la frecuencia de los genes implicados en funciéon del tipo de herencia, por lo que no es
posible realizar una comparacién. Seria interesante conocer los datos especificos por etnia del estudio
de Sloan-Heggen et al. para conocer el porcentaje de TECTA correspondiente a poblacion caucasica y
compararla con la espafola y europea, pero estos datos no estdn disponibles. Por tanto, con la
evidencia actual sélo podemos concluir que la relevancia del gen TECTA en la poblacidn del Pais Vasco
parece muy superior a la observada en poblacién espafiola y europea pero similar a la descrita en
poblacién multiétnica de Estados Unidos. Seran necesarios mas estudios en cohortes de mayor
tamafio en poblacion espafiola para determinar si la prevalencia del gen TECTA en nuestra cohorte es

una caracteristica diferencial de Pais Vasco.

Ademas de estos 6 genes, que representan en total el 77% de los casos diagnosticados, estan
implicados 10 genes mas en el resto de los pacientes (MYH14, MYO6, MYO7A, BSND, TMC1, LOXHD1,
ILDR1, WFS1, ESPN, TMPRSS3), lo que vuelve a reflejar la gran heterogeneidad genética de esta

patologia. La relevancia de estos genes es menor, con un maximo de prevalecia del 2% (2/100) cada
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uno de ellos. Hay que destacar que genes considerados causa frecuente de hipoacusia como SLC26A4,
COCH o POU3F4 no han sido identificados en ninguno de los pacientes de este estudio. El gen SLC26A4
se asocia a sindrome de Pendred (HA neurosensorial con bocio eutiroideo frecuentemente subclinico
hasta la segunda década de la vida) y a HA no sindrémica con acueducto vestibular alargado (DFNB4).
Aunque este gen ha sido descrito como segunda causa de HA hereditaria por muchos autores (182,
183) (33), no se encuentra entre las causas de HA diagnosticadas en nuestra cohorte. Una explicacion
podria ser la exclusion de pacientes sindromicos de nuestro estudio. Si revisamos estudios mas
recientes, las prevalencias descritas son menores al 1% en cohortes de HA no sindrémica del norte de
Europa (175)(69). En Espafia, Cabanillas et al. reportaron un tnico paciente (1/50, 2%) (34), mientras
gue no se encontrd ningun caso en 207 pacientes franceses con HA (92). Otros autores describen
prevalencias del 3-6%, aunque las cohortes incluyen pacientes sindromicos y la mayoria de los
pacientes diagnosticados de HA relacionada con SLC26A4 son originarios de Asia u Oriente Medio
(178) (94). Por tanto, es muy probable que el aumento del nimero de genes incluidos en el diagndstico
genético de la HA en los Ultimos afios retire el segundo puesto al gen SLC26A4 en favor de otros como

STRC, OTOF o MYO15A, al menos en poblacién caucasica.

Respecto al gen COCH, es bien conocido que las variantes de ganancia de funcién o dominantes
negativas en heterocigosis causan HA AD de inicio a partir de la 22 década de la vida, por lo que
probablemente la seleccidn de pacientes pediatricos (<19 afios) en esta tesis sea la causa de que no
haya sido identificado en ningln paciente de nuestra cohorte. Dos publicaciones recientes han
demostrado que alteraciones bialélicas que provocan pérdida de funcién del gen COCH causan HA
congénita AR, aunqgue hasta la fecha sélo se han descrito cuatro familias (96)(184) . En cuanto al gen
POU3F4, no hemos identificado ningun paciente con HA relacionada con este gen a pesar de estar
descrita su implicacion en la mitad de las HA ligadas al cromosoma X (113). La representacidon de este
modo de herencia en el conjunto de las HA hereditarias es tan baja (1%) (28) que hace necesario un
mayor tamafio muestral para determinar su relevancia real. Tampoco se han encontrado mujeres
portadoras de variantes patogénicas en POU3F4 en nuestra cohorte, por lo que no es posible
confirmar ni descartar lo reportado por algunos autores sobre la presencia de HA en algunas mujeres

portadoras de variantes patogénicas en este gen (113).

En resumen, segln nuestros resultados, las causas de HA en el Pais Vasco son en general similares a
las descritas en poblacidn espafiola, con el gen GJB2 como causa principal y el gen OTOF entre los mas
frecuentes. Sin embargo, existen diferencias entre ambas poblaciones en cuanto a la implicacion de

las variantes mitocondriales, que en nuestra poblacién son mucho menos frecuentes que lo descrito
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en poblacidn espafiiola, y en cuanto al gen TECTA, mas prevalente entre nuestros pacientes con HA AD
que en los espafioles. Ademas, se han encontrado alteraciones en genes de gran relevancia como
causa de HA que no estan descritos hasta la fecha en poblacién espafiola pero que es probable que
estén también implicados en gran medida, como es el caso de los genes STRC (segunda causa en el

Pais Vasco) y MYO15A. Seran necesarios mas estudios para confirmar estos supuestos.

Evidencias adicionales en relacion a asociaciones gen-hipoacusia no definitivas

Ante el gran nimero de genes con asociacion moderada o insuficiente a HA, uno de los objetivos de
este estudio ha sido aportar evidencias que ayuden a esclarecer dichas asociaciones. Para ello, hemos
analizado los 38 pacientes no diagnosticados utilizando los Paneles 2 y 3, y los resultados obtenidos

se discuten a continuacion.

1. Panel 2 (genes de evidencia moderada)

Los 10 genes incluidos en este panel (ATP2B2, DIABLO, DIAPH3, GJB6, HARS2, HGF, KITLG, MIR96, SIX5
Y TNC) se consideran de evidencia moderada respecto a su asociacion con HA no sindrémica (62). El
filtrado mediante este panel nos ha permitido encontrar variantes de interés que podrian aportar

nuevas evidencias respecto a la patogenicidad de los genes ATP2B2, SIX5 y HGF:

El paciente PO61 presenta HA moderada progresiva de inicio a los 5 afios, que afecta principalmente
a altas frecuencias. La historia familiar refiere una HA severa de inicio a los 6 afios de edad en su
madre. Se ha identificado la variante c.1067-2A>G en heterocigosis en el gen ATP2B2, que afecta un
sitio candnico aceptor del splicing, por lo que probablemente dé lugar a una proteina truncada. Esta
variante no se encuentra descrita previamente en las bases de datos de HA ni tampoco se ha
encontrado en poblacion general. El gen ATP2B2 codifica la bomba de calcio PMCA2 de la membrana
plasmatica, que juega un papel fundamental en la excrecidn de ion calcio desde los estereocilios a la
endolinfa y en el mantenimiento de la homeostasis en las células ciliadas del Ol. Sin embargo, la
evidencia actual respecto a la asociacion este gen con HA se considera aun moderada (62). Existen
varios modelos de ratén para el gen ATP2B2 (185, 186) y se ha observado que los ratones
heterocigotos para variantes de pérdida de funcién en ATP2B2 desarrollan una HA rapidamente
progresiva que afecta a altas frecuencias (187). Hasta el afio 2018, el gen ATP2B2 sélo se habia
asociado a HA en humanos como modificador de la HA AR causada por el gen CDH23 (188) o como
causante de HA de herencia digénica con dicho gen (189). Sin embargo, un estudio reciente ha descrito
cinco pacientes con variantes de truncamiento heterocigotas en ATP2B2 con HA postlingual progresiva

AD, que no presentaban alteraciones en el gen CDH23 (190). Nuestro paciente no presenta variantes
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en el gen CDH23, y el fenotipo de su HA es compatible con lo descrito por Smits et al y lo observado
en ratones modificados. Por tanto, existe una alta evidencia de que la variante c.1067-2A>G en el
paciente PO61 sea la causa de su HA. Estos resultados nos permiten aportar evidencia adicional a favor

de la HA AD asociada a ATP2B2.

El paciente PO09 presenta en heterocigosis la VSI c.2098G>A (p.Asp700Asn) en el gen SIX5. Este gen
ha sido asociado con el sindrome branquio-oto-renal (BOR) aunque esta asociacidén esta actualmente
en entredicho. La variante es heredada de su padre sano, lo que no nos permite atribuirle claramente
la causalidad de la HA del paciente PO09. Esta variante ha sido descrita por la base de datos DVD como
VS| y estd presente en baja frecuencia en poblacidn general (GnomAD: 0.014%), aunque los
predictores bioinformaticos sugieren un efecto patogénico. La relacion causal del gen SIX5 con la HA
ha sido motivo de controversia durante afios y lo sigue siendo en la actualidad. Este gen se asocid a
HA en humanos por primera vez en 2007 (159) como causante de sindrome branquio-oto-renal (BOR)
AD, que se caracteriza por defectos del arco branquial, HA y anomalias renales. Dicha asociacidn se
fundamentaba en la interaccidon de este gen con el gen EYA1 (principal causante de BOR) (191) y al
hallazgo de variantes patogénicas en SIX5 en pacientes con BOR (159). Sin embargo, el gen SIX5 ha
pasado de ser considerado en PanelApp gen de baja evidencia en 2016, a evidencia moderada en 2019
(momento en el que se incluyd en el Panel 2 de esta tesis), para volver a ser relegado en PanelApp a
gen de baja evidencia en 2020 en base a la clasificacion de “evidencia disputada” emitida por el panel
de expertos de ClinGen. Los criterios esgrimidos para dicha clasificacion son los siguientes: las
variantes reportadas estan presentes en relativa alta frecuencia en bases de datos poblacionales, no
existen evidencias de patogenicidad, algunos de los pacientes reportados presentaban otras causas
alternativas de HA y existen dos modelos independientes de ratdn deficientes en SIX5 que presentan
cataratas, pero no alteraciones renales ni del oido (153, 154). A esta informacién debemos afadir el
hecho de que, a pesar de que el gen SIX5 se incluye en la mayoria de los estudios publicados en
pacientes con BOR, no se han encontrado en la bibliografia revisada mas casos relacionados con este
gen desde los reportados en 2007 por Hoskins et al. (159). Por tanto, la variante identificada en esta
tesis puede ser de ayuda para intentar esclarecer la relevancia de este gen en dicha patologia. Sin
embargo, nuestro caso parece complicar aun mas las cosas. En el paciente PO09, cuyo diagndstico
inicial era de HA no sindrémica, se detectd posteriormente dilatacion bilateral del acueducto
vestibular y del saco endolinfatico. Este hallazgo es compatible con el sindrome BOR, aunque también
es muy frecuente en el sindrome de Pendred y puede aparecer de forma aislada en HA no sindrémica.
Por tanto, no es posible atribuirle una causalidad a esta variante (y por tanto, al gen SIX5) en base a

este hallazgo clinico. Por otra parte, el padre del paciente es también portador de esta variante en
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heterocigosis y es sano. Sin embargo, se ha descrito una gran variabilidad fenotipica inter e
intrafamiliar en el sindrome BOR causado por el gen EYA1 (192), por lo que podria ocurrir algo similar
con el gen SIX5 y que el padre presentase signos clinicos leves que hubiesen pasado desapercibidos.
En conclusién, no podemos aportar evidencias claras que apoyen la implicacidon del gen SIX5 en el
sindrome BOR, aunque debido al escaso nimero de pacientes descritos en la bibliografia con variantes
en este gen, una valoracién clinica en profundidad de nuestro paciente y de su padre aportaria

informacidn de gran interés que podria contribuir a dilucidar su papel en este sindrome.

Por ultimo, en el paciente P055, con HA moderada progresiva postlingual, se ha encontrado la variante
€.2168A>G (p.Tys723Cys) en heterocigosis en el gen HGF. Este gen se ha asociado a HA AR DFNB39,
aunque las evidencias disponibles hasta la fecha son escasas. La relacién de este gen con DFNB39 se
reportd por primera vez en 2009 (193) y esta apoyada por varios modelos de ratén (193, 194). Segun
Shibata et al., la inactivacidn del gen HGF afecta al desarrollo de la stria vascularis del oido interno,
estructura no sensorial esencial para la funcién de las células ciliadas ya que mantiene la
concentracién de potasio en la endolinfa (157). Sin embargo, hasta la fecha sélo se han descrito tres
variantes asociadas a HA en HGF, dos deleciones intrénicas y una variante sindnima que afecta al
splicing, todas en homocigosis o heterocigosis compuesta (193, 195, 196). La variante c.2168A>G
(p.Tys723Cys) identificada en nuestro paciente PO55 esta en heterocigosis y se trata de una variante
nueva de cambio de sentido que afecta a un residuo conservado; esta ausente en las bases de datos
de HA y en poblacién general, y los predictores bioinformaticos describen su efecto como deletéreo.
Aunque esta variante no puede explicar por si misma la HA del paciente por estar en heterocigosis, es
posible que nuestro paciente presente otra alteracién en alguna regién intronica que no hayamos
encontrado por limitaciones técnicas, causando asi HA AR. Serd necesario el estudio de regiones

intrénicas para confirmar esta teoria.

Por tanto, el andlisis de los pacientes con el Panel 2 nos ha permitido identificar un caso de HA
relacionada con ATP2B2, que aportaria evidencias adicionales que pueden apoyar su asociacion con
la HA si se confirma la segregacidn de la variante con la HA en su familia. En cuanto a los genes SIX5 y
HGF, aunque no hemos encontrado evidencias claras, hemos podido orientar los hallazgos hacia

estudios clinicos o genéticos ampliados que podrian aportar algo de luz a su asociacién con la HA.

2. Panel 3 (genes de evidencia limitada o discordante)

El analisis de los 38 pacientes con el Panel 3 dio como resultado el hallazgo de 101 variantes en total

(excluyendo las benignas o probablemente benignas), lo que supone una media de aproximadamente
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3 variantes por paciente (Tabla 15). De estas 101 variantes, 5 son variantes patogénicas heterocigotas

en genes asociados a patologias AR y se discuten a continuacion:

Los pacientes PO07 y P037 presentan en el gen TJP2 las variantes patogénicas en heterocigosis
€.1894C>T (p.Arg632*) y c.342+1G>C, respectivamente. Ambas variantes causan presumiblemente
pérdida de funcion de la proteina, mecanismo implicado en la colestasis progresiva intrahepatica
familiar 4 AR asociada al gen TJP2. Frente al hallazgo de estas variantes en nuestros dos pacientes, nos
planteamos la posibilidad de que una variante en heterocigosis en el gen TJP2 pueda causar HA AD.
De hecho, este gen se considerd hace unos afios un buen candidato de HA AD debido a su funciéon en
las uniones estrechas intercelulares y a su expresion en la coclea, y se asocid a HA por primera vez en
una familia con HA AD (197). Sin embargo, su implicacidn en la HA se considera aun no probada debido
a que las evidencias posteriores han sido escasas (61, 62). Para la HA AD relacionada con este gen
algunos autores han postulado un mecanismo causante de HA basado en la sobreexpresion del mismo,
gue alteraria su interaccidén con otros genes implicados en muerte celular provocando apoptosis de
las células ciliadas (198). Ninguna de nuestras variantes es compatible con este mecanismo
patogénico, ya que causan pérdida de funcién de la proteina. Por otra parte, el resto de las variantes
de HA AD descritas hasta la fecha han sido de cambio de sentido (197, 199) y en algun caso estaban
en homocigosis (200), lo que no parece apoyar el mecanismo propuesto por Walsh et al. (161).
Ademas, no existen evidencias de que los pacientes con colestasis intrahepatica familiar asociada a
TJP2, causada por variantes patogénicas bialélicas de pérdida de funcion, presenten HA. Por tanto,
consideramos que no es posible relacionar la HA de nuestros dos pacientes con las variantes en el gen

TJP2 identificadas en los mismos, debido principalmente a la naturaleza de nuestras variantes.

La variante c.362dupC (p.Glu122Argfs*7) en el gen FKBP14, se encuentra en heterocigosis en el
paciente P022. Esta variante es la mas frecuente de las variantes patogénicas causantes del sindrome
de Ehlers-Danlos FKBP4-cifoescolidtico AR, que se caracteriza por hipotonia congénita, debilidad
muscular, escoliosis progresiva, hipermovilidad articular e HA (201, 202). Este gen se encuentra
incluido en el Panel 3 debido a que los pacientes con el sindrome Ehlers-Danlos cifoescolidtico pueden
presentan HA, aunque siempre en un contexto sindrémico. Podriamos sospechar la presencia de otra
variante que no hayamos podido detectar; sin embargo, el paciente no presenta signos que orienten
a dicho sindrome, por lo que este hecho es poco probable. Actualmente no existen evidencias de que
una variante en heterocigosis en este gen pueda causar HA, por lo que probablemente el paciente

P022 es un portador sano de la variante patogénica y su HA serda debida a alteraciones en otro gen.
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Por ultimo, el paciente PO55 presenta dos variantes patogénicas en distintos genes del Panel 3. La
variante c.2073T>G (p.Tyr691*) en el gen ATP8B1 se encuentra en heterocigosis. Aunque no ha sido
descrita previamente, no se encuentra en poblacién general y las variantes de truncamiento en este
gen se consideran patogénicas y causantes de colestasis intrahepatica familiar AR. El gen ATP8B1 fue
asociado a HA debido a que la pérdida de audicion era uno de los signos presentes en muchos de estos
pacientes. Un estudio en ratones demostrd que la alteracidn bialélica de este gen afectaba a la funcion
y el mantenimiento de los estereocilios (203), pero no se han encontrado mas evidencias hasta la
fecha, por lo que se la asociacion de este gen con la HA se considera limitada (62) y es por eso que se
incluye en el Panel 3. Es posible que el paciente PO55 presente en el mismo gen otra variante
patogénica que no hayamos identificado por limitaciones técnicas, causando colestasis intrahepatica
familiar AR junto con HA, aunque no hay evidencias de patologia hepatica en este paciente. Por otra
parte, el mismo paciente presenta la variante c.1637G>A (p.Arg546GIn) en el gen COL9A2 en
heterocigosis. Las alteraciones bialélicas en este gen causan sindrome de Stickler tipo IV (AR), aunque
hasta la fecha sélo se ha descrito una familia que presentaba HA leve-moderada, miopia severa y
vitreoretinopatia (204), y es por ello que el gen COL9A2 esta incluido en el Panel 3. Las variantes
patogénicas en heterocigosis en este gen causan displasia epifisaria multiple AD, que cursa con dolor
en caderas y/o rodillas, fatiga, talla baja en adulto, extremidades cortas y ostreoartritis (205). Sin
embargo, no existen evidencias de HA en estos pacientes, por lo que es poco probable que este gen
sea causante de HA fuera del contexto sindromico. Nuestro paciente no presenta ninguna de los
sintomas asociados a esta displasia, por lo que es probable que la variante que presenta en el gen

COL9A2 sea benigna y no esté relacionada con su hipoacusia.

Por tanto, ninguna de estas 5 variantes patogénicas aporta evidencias claras que ayuden a esclarecer
su relaciéon con la HA no sindrdmica, y lo mas probable es que estos pacientes sean portadores sanos

de las mismas sin relacién alguna con su HA.

El resto de las variantes identificadas tras el analisis con el Panel 3 son VSI en heterocigosis, de las

cuales 10 presentan un CADD score 230 (Tabla 15) y se discuten a continuacion:

El paciente P044 presenta la variante c.1552G>A (p.Gly518Arg) en heterocigosis en el gen ERCC3. Este
gen se encuentra incluido en el Panel 3 debido a que causa Xeroderma Pigmentoso AR, que en el 25%
de los pacientes cursa con HA progresiva. Sin embargo, no existen evidencias de la asociacién de

variantes en este gen a HA no sindrémica.
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El paciente P047 presenta la variante c.54-1G>A en el gen THRA, que afecta a un sitio canénico aceptor
de splicing. Este gen codifica un receptor de la hormona tiroidea y junto con el gen THRB participa en
la regulacidn del desarrollo del oido interno (206). Las alteraciones en el gen THRA se asocian a
hipotiroidismo congénito tipo 6 (AD); sin embargo, su papel en la HA no sindrémica no se conoce
todavia. Estudios en ratones han demostrado que individualmente el gen THRA no es indispensable
para la audicién, pero colabora con el gen THRB en la regulacidn del desarrollo coclear postnatal (207).

No hemos encontrado alteraciones en el gen THRB en este paciente.

El paciente P0O49 presenta la variante c.3185G>A (p.Arg1062GIn) en heterocigosis en el gen NAV2.
Actualmente se desconoce la implicacién de este gen en la patologia humana, aunque estudios en
ratas han demostrado que estd implicado en el desarrollo neuronal (208) y los ratones homocigotos
para alteraciones en este gen presentan anomalias visuales, olfativas y auditivas (209). No podemos
descartar la presencia de otras variantes potencialmente patogénicas en zonas no estudiadas debido
a limitaciones técnicas, por lo que no es posible aportar evidencias sobre la implicacién de este gen

en una HA AR en humanos.

El paciente PO55 presenta la variante c.5837G>A (p.Argl946His) en el gen NOTCH1. Las alteraciones
en este gen se asocian al sindrome de Adams-Oliver tipo 5 (AD) y a aneurisma de aorta toracico familiar
(AD). Estudios en raton han demostrado que este gen interviene en la regulacion del desarrollo coclear
(210) y en la regeneracion celular del mismo, regulando la proporcién de CC y células de soporte del
Ol (211). En mamiferos las CC carecen de capacidad regenerativa, y su muerte da lugar a HA
permanente y disfuncidn vestibular, por lo que uno de las aproximaciones al tratamiento de la HA esta
siendo intentar manipular la via de sefializacion Notch1 para promover la regeneracion de las células
ciliadas (212). Sin embargo, no existen evidencias que relacionen este gen con la HA, y la variante
identificada en nuestro paciente estd presente en poblacion general (GnomAD: 0.009% en latinos),

por lo que no la consideramos causante de su HA.

El paciente PO56 presenta la variante c.725G>A (p.Arg242His) en heterocigosis en el gen LAMA2, que
estd implicado en varias distrofias musculares congénitas AR. La mayoria de las formas hereditarias
de distrofia muscular cursan con HA, y se ha demostrado que los ratones con distrofia muscular debido

a defectos en la laminina alfa 2 (codificado por el gen Lama2) presentan disfuncién coclear (213).

El paciente P060 presenta la variante ¢.2434C>T (p.Arg812Cys) en heterocigosis en el gen FGFR1. Las
alteraciones de cambio de aminoacido en este gen se han asociado a varios sindromes AD, como el

sindrome de Pfeiffer, sindrome de Weiss o el hipogonadismo hipogonadotrépico 2 con o sin anosmia,
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gue en algun caso pueden cursar con HA. Un estudio reciente ha demostrado que el gen FGFR1
participa en la localizacién y la activacién de la proteina Pcdhl5, que es esencial para el
funcionamiento de los estereocilios en el oido. Sin embargo, su implicacién directa con la HA adn no
estd clara. La variante presente en este paciente es de cambio de sentido, aunque se ha encontrado
en poblacién general y el paciente no presenta ninguna alteracion esquelética de las esperadas

cuando se encuentra alguna de estas variantes, lo que va en contra de su patogenicidad.

El paciente PO66 presenta la variante c.2789G>A (p.Arg930His) en heterocigosis en el gen CACNA1D.
Este gen ha sido asociado a la disfuncion de nodo senoatrial con HA AR (sinoatrial node dysfunction
and deafness, SANDD). Las Unicas variantes descritas hasta la fecha son una insercidn sin cambio en
el marco de lectura y una variante de cambio de sentido (214, 215), todas segregando en homocigosis

en las diferentes familias afectas.

El paciente PO75 presenta la variante ¢.650A>G (p.Glu217Gly) en heterocigosis en el gen TRMU. Este
gen se asocia a fallo hepatico transitorio infantil AR, aunque también parece jugar un papel como
modificador de la HA mitocondrial. Varios estudios sugieren que aunque la variante patogénica
mitocondrial m.1555A>G es la causa subyacente de HA, por si sola no es suficiente para producirla y
el gen TRMU parece ser uno de los genes modificadores nucleares implicados en su aparicién (Guan,
2006). Al no presentar nuestro paciente ninguna de las variantes mitocondriales patogénicas

frecuentes, no podemos aportar evidencias a este respecto.

El paciente PO76 presenta la variante c.3683G>A (p.Arg1228Pro) en heterocigosis en el gen ATP8B1.
Como ya hemos descrito previamente, este gen se incluye en el panel 3 por la aparicion de HA en
algunos pacientes con colestasis intrahepatica familiar AR asociada al mismo y porque existen estudios
en ratones que demuestran que las alteraciones en homocigosis de este gen afectan para a la audicién
(203). Seria necesario el hallazgo de una segunda variante potencialmente patogénica en este

paciente para estudiar esta relacién.

Por ultimo, el paciente P084 presenta la variante ¢.1327G>A (p.Asp443Asn) en heterocigosis en el gen
APAF1. La asociacidn de este gen con patologia en humanos es desconocida. Este gen codifica el factor
activador de la proteasa pro-apoptdtica 1, que interviene en el mecanismo de muerte celular que
ocurre tras el dafio celular por traumatismos sonoros, por lo que se postula que su inhibicidon puede
ser una buena aproximacion terapéutica para el tratamiento de HA aguda inducida por el ruido para

evitar una lesion irreversible (216).
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Por tanto, ninguna de estas 10 VSI identificadas en el Panel 3 nos ha permitido aportar evidencias a

favor o en contra de las existentes en la actualidad.

Como conclusidn, podemos decir que a pesar de que alguno de los resultados del Panel 2 pueda
aportar nuevas evidencias sobre algunos genes, la inclusidén de los genes de los paneles 2 y 3 en el
estudio genético no aumenta el rendimiento diagndstico y sin embargo complica el analisis debido al
incremento del nimero de variantes a clasificar. Por tanto, en el entorno clinico, la inclusién de nuevos
genes en paneles de diagndstico de HA debe basarse en fuertes evidencias que demuestren su

implicacion en esta patologia.

Identificacion de genes candidatos asociados a HA en base a modelos de ratén

Otro de los objetivos de esta tesis ha sido el de identificar nuevos genes candidatos de HA basdndonos
en hallazgos casuales de estudios experimentales sobre otras patologias realizados en ratones. Para
ello, los 38 pacientes negativos fueron analizados mediante el Panel 4, que incluye genes que hayan
mostrado HA como efecto colateral en ratones modificados genéticamente. Esto dio como resultado
el hallazgo de dos variantes en heterocigosis: una en el gen TULP3 (c.779G>A (p.Arg260His)) en el
paciente P040 y otra (c.1802G>A (p.Arg601GIn)) en el gen PEX6 en el paciente PO75, ninguna de las
cuales aporta evidencias de interés. La ausencia de identificacién de variantes potencialmente
causales en este Panel 4 puede deberse a que ninguno de los genes incluidos esté realmente implicado
en HA en humanos a pesar de haberse observado HA en modelos de ratén. Sin embargo, dado que los
modelos de ratdn se consideran un buen modelo experimental extrapolable a los humanos en el caso
de la HA (217, 218), es posible que alguno de estos genes si esté implicado en HA en humanos, pero
que debido a la gran heterogeneidad genética de esta patologia sea necesaria una cohorte mucho

mayor para poder encontrar variantes patogénicas en alguno de ellos.

Correlaciones genotipo-fenotipo

Otro de los objetivos de esta tesis ha sido definir patrones fenotipicos en base a caracteristicas como
el tipo de variante y su localizacidn en el gen, asi como aportar nuevas evidencias a lo establecido
hasta la fecha. Para ello, nos hemos centrado en los ocho genes mas representativos en nuestra

cohorte segln los resultados de este estudio, que se discuten a continuacion.
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Correlacion genotipo-fenotipo en el gen GJB2

La mayoria de variantes patogénicas en este gen causan HA AR (DFNB1), aunque unas pocas dan lugar
a HA AD (DFNA3). En este estudio hemos identificado 23 pacientes con DFNB1 y uno con DFNAS3. Las
variantes asociadas a DFNB1 generalmente producen pérdida de funcion de la proteina por
truncamiento prematuro, por alteraciones en el plegamiento o por problemas en la oligomerizacién
de las subunidades de conexina. Esto da lugar a una HA generalmente profunda, congénita y estable,
que es el fenotipo predominante en nuestro estudio. Sin embargo, tanto en nuestros resultados como
segun otras evidencias cientificas, el espectro fenotipico es muy variable incluso entre pacientes con
el mismo genotipo. Este es el caso, por ejemplo, de nuestros pacientes homocigotos para la variante
c.35delG, en los que encontramos fenotipos tan dispares como cofosis (sordera total) hasta HA leve
postlingual. Segun un estudio realizado en 1500 afectos, Snoeckx et al. propusieron que el grado de
HA DFNB1 depende de la combinacidén de las variantes implicadas: los pacientes con variantes de
truncamiento bialélicas presentaban pérdidas auditivas significativamente mads graves que los
pacientes con dos variantes de cambio de sentido, y la combinacién truncamiento/cambio de sentido
producia un efecto intermedio (45). Otros autores han confirmado posteriormente estos hallazgos
(219, 220). En nuestro estudio, la HA profunda es mas frecuente en el grupo de pacientes con dos
variantes de truncamiento que cuando interviene una variante de cambio de sentido (50% vs 28%), lo
gue concuerda con lo observado por dichos autores. Sin embargo, segln esa propuesta cabria esperar
gue en los pacientes con dos variantes de cambio de sentido la HA fuese mas leve, cosa que no se
cumple en nuestro Unico caso de estas caracteristicas, ya que presenta HA profunda, estable y de
inicio congénito. Por tanto, la correlacion postulada por Snoeckx et al. probablemente simplifica en

exceso el efecto de las variantes implicadas.

Snoeckx et al. también propusieron fenotipos especificos para algunos genotipos concretos, como la
HA leve o moderada para la combinacion de la variante ¢.101T>C (p.Met34Thr) con una variante de
truncamiento, o la HA profunda para el genotipo c.35delG/del(GJ/B6-D1351830). Estas relaciones han
sido confirmadas posteriormente (221) y se reproducen en nuestro estudio. Para estas variantes, los
mecanismos de patogenicidad implicados pueden explicar la expresidén clinica y el fenotipo se
reproduce en los distintos pacientes. En el caso de la variante c.101T>C (p.Met34Thr), que se
encuentra en nuestro paciente P091 en heterocigosis compuesta con la variante ¢.35delG, se ha
demostrado que afecta a un residuo de la parte hidrofilica interna del canal (conexdn) y altera el

transporte a través del mismo. Pero el conexdn mantiene cierto grado funcionalidad, lo que se traduce
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en una HA leve de inicio postlingual y de penetrancia incompleta (222, 223). Por este motivo, esta

variante se conoce como hipomorfa.

En nuestros resultados observamos que cuando una de las variantes implicadas en la DFNB1 es una
de las deleciones en GJB6, los audiogramas reflejan HA mas profundas que cuando sdlo hay variantes
patogénicas de truncamiento en GJB2. Aunque el nimero de casos que hemos encontrado es pequefio
(2 casos con del(GJB6-D1351830) y 2 con del(GJB6-D1351854)), esto concuerda con lo descrito por
Snoeckx et al. para la variante del(GJB6-D1351830). Sin embargo, podemos observar ligeras
diferencias fenotipicas entre los pacientes con las diferentes deleciones: mientras que en los dos casos
con la variante del(GJB6-D1351830) la HA es profunda (P017 y P095), los pacientes con la delecidn
del(GJB6-D1351854) presentan HA severa (P052 y P100). Aunque no se ha propuesto en la bibliografia
diferentes fenotipos en funcidn del tipo de delecion de GJB6 y los casos reportados sobre la del(GJB6-
D1351854) no son muy numerosos, 3 pacientes con esta delecidn descritos en un estudio de expresion
presentaban HA entre moderada y profunda (224). Segun las evidencias actuales, se cree que estas
deleciones eliminan una region cis-reguladora localizada entre el gen GJB6 y el gen CRYL. Esta regién
reguladora aun no ha sido identificada, aunque se sabe que interviene en la co-regulacién de los genes
GJB2 y GJB6. Es un hecho demostrado que la pérdida de esta regidn debida a la delecién del(GJB6-
D1351830) elimina completamente la expresion del gen GJB2 (52), mientras que la delecidn del(GJB6-
D1351854) no suprime completamente la expresidon del gen GJB2, sino que permite una expresion
residual débil del mismo (224). Ante este hecho los autores proponen la existencia en esa regidn de
varios elementos reguladores, y que la delecién del(GJB6-D1351854), al ser 77 kb mas pequefia que la
del(GJB6-D1351830), no los elimina en tu totalidad, permitiendo la expresioén residual del gen GJB2.
Segun nuestros resultados, y yendo mas alla de lo postulado por estos autores, proponemos que esa
expresion residual del gen GJB2 es la que hace que la HA en los pacientes con la delecién del(GJB6-

D135S1854) sea severa, y no profunda como ocurre cuando la delecion es la del(GJB6-D1351830).

A pesar de que estos intentos de correlacidn genotipo-fenotipo definen a grandes rasgos el fenotipo
de gran parte de los pacientes, en la actualidad no es posible predecir con certeza la expresidn clinica
de la HA DFNB1, que puede ser diferente incluso entre individuos de la misma familia. Ante esta gran
variabilidad fenotipica, diversos autores han propuesto a existencia de modificadores genéticos que
modulan el efecto de las variantes patogénicas dando lugar a distintos fenotipos de HA (45) (36, 43,

219, 220).

Por otra parte, cuando la proteina conexina 26 mutada afecta a la funcién de la conexina 26 normal

producida por el alelo no mutado se produce un efecto dominante negativo que da lugar a HA no
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sindromica AD (DFNA3). Si ademas la conexina 26 mutada afecta a la funcion de otras como la
conexina 30 y/o la conexina 43, el fenotipo de HA se acompafia de alteraciones de la piel, dando lugar
a formas sindrémicas cuya gravedad depende de si se desencadena muerte celular o no (225, 226). En
este estudio hemos identificado una paciente con DFNA3. La variante patogénica c.551G>A
(p.Arg184GIn) se encuentra en heterocigosis en la paciente P097 produciendo una HA no sindromica
congénita, profunda y estable. La paciente tiene 11 afos de edad en la actualidad y no presenta
alteraciones cutaneas hasta la fecha. Esta variante ha sido descrita previamente en mas de 10
pacientes, segregando de forma AD como DFNA3 en todos excepto en un caso, que presentaba HA 'y
gueratoderma palmoplantar (227). El efecto dominante negativo de esta variante sobre la conexina
26y conexina 30 normales ha sido demostrado en estudios celulares (144), por lo que seria de esperar
un fenotipo sindromico con alteraciones cutaneas en los pacientes. Sin embargo, tanto nuestra
paciente como todos los casos publicados excepto uno, presentan HA no sindrémica. Esto podria
deberse a que in vivo, otras conexinas pueden paliar el efecto de la variante c.551G>A (p.Arg184GlIn),
y que sdlo cuando el individuo presenta determinadas caracteristicas en otras proteinas que
interactyan con estas conexinas el fenotipo se agrava dando lugar a HA sindromica. De hecho, es
plausible pensar que de forma similar a lo que se postula para las variantes recesivas de GJB2, existan

modificadores genéticos y/o ambientales que afectan a la expresidn clinica de las distintas variantes.

Correlacion genotipo-fenotipo en el gen STRC

Respecto al gen STRC, los 7 pacientes identificados en nuestra cohorte presentan HA AR leve o
moderada con caida ligera en frecuencias medias y/o altas, que concuerda con el fenotipo establecido
para DFNB16 (Bitner-Glindzicz, 2002). Si agrupamos los pacientes en funcién del tipo de alteracion,
observamos que todos los pacientes con deleciones de STRC en homocigosis (P001, P011, P012 y P019)
presentan HA leve, mientras que en los heterocigotos compuestos delecién/variante puntual (P046,
P0O06 y P104) la HA es moderada. En cuanto al inicio, todos los pacientes presentan HA congénita
excepto P104 (heterocigoto compuesto delecidén/sustitucion de aminoacido), que es de inicio
prelingual, y P011 (delecidon en homocigosis) de inicio desconocido. Estos resultados no concuerdan
con los patrones propuestos por las dos Unicas publicaciones que han tratado de definir con mayor
precisién el fenotipo DFNB16 (90)(228). La primera de ellas describe 9 pacientes con DFNB16 y
propone que en los pacientes con delecidn del gen STRC y una variante puntual en heterocigosis
compuesta, la variante puntual seria la que define el fenotipo: si dicha variante es de truncamiento,
la HA seria mas severa y de inicio mas precoz que cuando la variante es de cambio de sentido, y

afectaria a todas las frecuencias (90). En nuestro estudio, esta propuesta se cumple sélo en parte:
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observando los audiogramas de PO06 y su hermana, con la segunda variante de cambio de sentido, si
presentan HA mas leve que P046 (segunda variante de truncamiento). Sin embargo, no se observa
diferencia en el inicio de la HA (congénita en estos tres casos), y en P046 no estan afectadas todas las
frecuencias como seria de esperar segun lo propuesto por Back et al.. Tampoco el estudio mas reciente
sobre DFNB16 apoya dicha teoria, ya que no observan diferencias audioldgicas entre los distintos
grupos de pacientes (228). Por otra parte, seguin lo propuesto por Back et al., seria de esperar que los
pacientes con delecion en homocigosis, al no expresarse el gen, tuvieran las HA mas graves. Sin
embargo, en nuestra cohorte, todos los casos homocigotos para la delecidon son leves y las HA
moderadas se encuentran en los pacientes con delecién y variante puntual. Los pacientes con delecion
en homocigosis reportados en estudios previos, aunque carecen de descripciones precisas del
fenotipo, si parecen presentar HA moderada (90). Una de las razones para estas discrepancias puede
ser la ausencia de consenso en los criterios utilizados para definicidon de los grados de HA. Aunque es
probable que, igual que en otros tipos de HA, en la DFNB16 intervengan también otros factores
genéticos y/o ambientales. A pesar de estas pequefias diferencias, el fenotipo DFNB16 sigue siendo

relativamente predecible y permite proporcionar informacidn prondstica a los pacientes y familiares.

Correlacion genotipo-fenotipo en el gen OTOF

La mayoria de variantes patogénicas en el gen OTOF que hemos identificado son de truncamiento y
los pacientes presentan en general una HA congénita severa-profunda y estable, que concuerda con
el fenotipo establecido de DFNB9. Aunque el patron es bastante homogéneo, se pueden observar
ligeras diferencias, sobre todo en el grado de HA (severa o profunda) y en la estabilidad (progresiva o
estable). Buscando el porqué de estas diferencias, podriamos pensar que en los pacientes con
variantes bialélicas de truncamiento, en las que presumiblemente no se expresa proteina debido al
mecanismo de nonsense-mediated decay (NMD), esta ausencia completa de otoferlina daria lugar a
HA profunda en todos los casos. Sin embargo, no es asi. Incluso entre los dos casos homocigotos para
la variante ¢.2485C>T (p.GIn829%*), PO10 presenta HA severa y progresiva, mientras que en P098 es
profunda y estable. En esta linea, en las variantes de cambio de sentido, donde se espera que si se
sintetice proteina aunque modificada, se ha observado que algunas mantienen cierto grado de
funcionalidad residual, por lo que aparentemente presentan una HA de menor grado (81). En nuestro
estudio sélo hemos encontrado una variante de cambio de sentido, ¢.5125G>T (p.Asp1709Tyr), que
es ademas una de las variantes nuevas identificadas en el gen OTOF. Dicha variante se encuentra en

el paciente P025, en heterocigosis compuesta con otra variante nueva de truncamiento, c.1404delA
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(p.Val469Cysfs*27). Esta proteina modificada podria mantener cierto grado de actividad. Sin embargo,

la HA profunda del paciente parece dar a entender que no existe actividad residual de otoferlina.

Por tanto, en base a nuestros resultados no parece existir relacién entre el tipo de variantes

patogénicas (truncamiento vs cambio de sentido) y el fenotipo de la DFNB9.

Correlacion genotipo-fenotipo en el gen MYO15A

Los 4 pacientes diagnosticados de HA AR asociada a MYO15A (DFNB3) y las 4 variantes nuevas
identificadas representan una oportunidad para aportar nuevas evidencias a las correlaciones
genotipo-fenotipo propuestas hasta la fecha. Nuestros pacientes reflejan la variabilidad genética y
fenotipica de la DFNB3, ya que encontramos 4 variantes nuevas y una conocida, con una presentaciéon

variada que incluye HA profunda en dos casos, severa en uno y moderada en otro.

La miosina XVa presenta dos isoformas principales: la isoforma 1 es la de mayor tamafio y contiene un
dominio N-terminal codificado por un exdn 2 gigante que no se encuentra en la isoforma 2. La
isoforma 2 es responsable del desarrollo de los estereocilios, mientras que la isoforma 1 es
prescindible para el desarrollo pero fundamental para su mantenimiento (76). En base a esto, Rehman
et al. han postulado que el fenotipo de HA depende de si estan afectadas ambas isoformas o no, de
forma que las variantes localizadas en el exdn 2 afectarian sélo a la isoforma 1 dando una HA mas leve

que las variantes que afectan a dominios presentes en ambas isoformas (74).

Para facilitar el analisis de nuestros 4 casos de DFNB3, dividiremos nuestros pacientes en dos grupos
en funcién del grado de HA. Los dos con HA profunda (P050 y P092) son precisamente los que
presentan variantes bialélicas que afectan a ambas isoformas de la miosina XVa. La variante del
paciente P0O50 (c.3874T>C, p.Phe1292Leu), de cambio de sentido y en homocigosis, se localiza en el
dominio motor presente en las isoformas 1y 2, por lo que presumiblemente ambas se expresan en
cantidad normal pero modificadas. El paciente P092 presenta dos variantes de truncamiento que
también afectan a ambas isoformas: la variante ¢.6004delG (p.Glu2002Argfs*27) de truncamiento y la
variante c.4596+4A>G (VS| pero ausente en poblacién general y que segun los predictores
bioinformaticos altera el splicing) que presumiblemente genera un cambio de marco de lectura y
truncamiento prematuro de la proteina. En ambos pacientes la HA es profunda, por lo que la
consecuencia de la variante a nivel de la proteina (truncamiento vs cambio de sentido) no parece

influir en el fenotipo cuando ambos alelos patogénicos afectan a las dos isoformas.
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En los otros dos pacientes (P028 y P033) la HA es menos grave y coincide con el hecho de que sus
variantes no afectan a ambas isoformas de miosina XVa. La variante del caso P033 (c.1657delC,
p.Arg553Glyfs*76 en homocigosis) es de truncamiento pero al estar localizada en el dominio N-
terminal sélo afecta a la isoforma 1. Por tanto, presumiblemente la sintesis de la isoforma 2 no estaria
afectada cuantitativa ni cualitativamente. Esta variante ha sido descrita en homocigosis en una Unica
familia paquistani asociada a HA severa (146), igual que ocurre en el paciente P033. Por otro lado, en
el caso P028, una de las variantes es de truncamiento y afectaria a ambas isoformas (c.6004delG,
p.Glu2002Argfs*27). La otra variante (c.2740G>A, p.Glu914Lys) es de cambio de sentido y al
localizarse en el dominio N-terminal solo afecta a la isoforma 2. El efecto global de estas variantes en
el paciente P028 seria el truncamiento de ambas isoformas por uno de los alelos mientras que el otro
daria lugar a una isoforma 1 modificada junto con una isoforma 2 normal. Por tanto, podriamos
suponer que este Ultimo alelo podria mantener cierto grado de funcionalidad debido a la cual la HA

en el paciente P028 es moderada, la menos grave de nuestros 4 casos.

Nuestro planteamiento parece apoyar la correlacién fenotipo-genotipo propuesta por Rehman et al.
(74). Sin embargo, en los ultimos afos se han descrito variantes en el dominio N-terminal (isoforma
1) asociadas a HA severa o profunda, y se han reportado casos en los que una misma variante causa
distintos fenotipos (146, 229). Es posible que la concordancia observada en nuestros pacientes sea
debida al azar y al bajo nimero de casos de DFNB3 que presentamos. Con el fin de buscar una nueva
correlacién o mejorar la propuesta por Rehman et al, un articulo reciente describe 15 pacientes con
DFNB3 y ha revisado todos los casos de HA DFNB3 no profundas publicados hasta la fecha (75). Esos
autores observan que el fenotipo mas leve puede darse con variantes que afectan a cualquier dominio
de la miosina XVa, aunque es mas frecuente cuando afectan al dominio N-terminal (es decir, sélo a la
isoforma 2); las variantes en el dominio N-terminal también pueden causar HA profundas; y ademas
existe variabilidad fenotipica intrafamiliar, lo que sugiere la presencia de modificadores. La influencia
de los modificadores genéticos y/o ambientales en la HA moderada-severa ya ha sido planteada
previamente por otros autores, tanto en la HA asociada al gen MYO15A a como en la causada por
otros genes como GJB2, SLC26A4, OTOF, etc. (146). Nuestros pacientes P0O33 y PO50 presentan historia
familiar de HA, aunque no ha sido posible estudiar la segregacidn de las variantes por no disponer de
muestra de los familiares. Sera necesario el estudio genético de las variantes patogénicas en estas

familias para confirmar la variabilidad clinica intrafamiliar de las mismas.

Por tanto, en base a nuestros resultados y con las evidencias disponibles hasta la fecha, podemos decir

que: 1) el grado de HA DFNB3 parece ser independiente del tipo de variante (truncamiento o cambio
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de sentido) cuando estan afectadas las isoformas 1y 2; 2) aunque los casos leves parecen ser mas
frecuentes cuando las variantes se localizan en el dominio N-terminal afectando sélo a la isoforma 2,
esto no se cumple en todos los casos; y 3) la variabilidad intrafamiliar sugiere que existen otros
factores que modulan la expresidn clinica en cada individuo. Serdn necesarios mas pacientes y

estudios funcionales de las variantes para intentar esclarecer estos aspectos.

Correlacion genotipo-fenotipo en el gen TECTA

El gen TECTA codifica la proteina a-tectorina. Aunque el mecanismo no se conoce todavia, las variantes
patogénicas de cambio de sentido en el gen TECTA causan HA AD (DFNA8/12) y las variantes
patogénicas de truncamiento producen HA AR (DFNB21), menos frecuente. En nuestro estudio hemos

encontrado 3 pacientes con DFNA8/12.

Los tres pacientes de esta tesis con DFNA8/12 presentan de forma mas o menos marcada el
audiograma en forma de U caracteristico de la HA AD causada por este gen, que refleja la afectacién
predominante de las frecuencias medias y/o altas. Tras el descubrimiento del gen TECTA se propuso
una correlacidon genotipo-fenotipo dependiente de dominio, segun la cual las variantes patogénicas
en los dominios ZP causan HA de frecuencias medias, mientras que las del dominio ZA afectan a las
frecuencias altas (230-232). Con el tiempo y el hallazgo de nuevas variantes se observé que, aunque
el dominio ZP sigue asocidandose principalmente a HA de frecuencias medias, es posible encontrar HA
de ambos tipos en variantes localizadas a lo largo de todo el gen (233)(104)(110). En el dominio ZA,
las variantes asociadas a HA de frecuencias altas se extienden a lo largo de toda su extensién pero las
asociadas a frecuencias medias parecen concentrarse en su mitad N-terminal (subdominios VWFC,
vWFD1, TIL1, vWFD2 y TIL2) (104) (110). Las variantes en el dominio ENT son menos numerosas e
inicialmente se asociaron también a HA de frecuencias medias, pero posteriormente se ha observado

que no existe un fenotipo concreto asociado a este dominio.

Por otra parte, debido a las diferencias en la progresion observadas en los pacientes, se propuso que
la sustitucidn de residuos de cisteina se asociaba a HA progresiva, mientras que la sustitucidn de otros
residuos daba lugar a HA estable (234). Esta correlacion fue también descartada por distintos motivos:
se identificaron sustituciones de cisteina asociadas a HA estable y cambios de aminodcido en otros
residuos asociados a HA progresiva (109). Ademas, un estudio en ratones demostré que la sustitucién
de residuos de cisteina no provocaba deterioro estructural de la membrana tectoria a lo largo del

tiempo (235). Por ultimo, una publicacidén reciente en poblacién japonesa reporta la ausencia de
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diferencias significativas en la progresion de la HA entre pacientes con DFNBA8/12 y poblacién sana y

atribuye progresion de la HA a la presbiacusia (110).

Ante las evidencias discordantes halladas hasta la fecha, cualquier paciente adicional con HA
DFNA8/12 puede ser de gran ayuda. Aunque nuestros 3 pacientes suponen un nimero pequefio como
para establecer una correlacién, presentan 3 variantes localizadas en 3 dominios diferentes. Para
empezar, el paciente P088 (variante ¢.5668C>T, p.Arg1890Cys en el dominio ZP) y el paciente P048
(variante ¢.3107G>A, p.Cys1036Tyr en el subdominio TIL2 del dominio ZA), presentan HA de
frecuencias medias. Estos resultados son consistentes con los estudios previos. El paciente P093
(variante c.714C>G, p.Asn238Lys en el dominio ENT) presenta HA a frecuencias altas, lo que también
confirma que este dominio puede asociarse a ambos tipos de HA. Nuestros datos parecen confirmar
la correlacion establecida para ZP y ZA, y la ausencia de correlacién genotipo-fenotipo del dominio
ENT. Es mds, segln la bibliografia revisada, una de las variantes en el dominio ENT (c.589G>A,
p.Asp197Asn), reportada como asociada a HA de frecuencias medias (109), ha sido recientemente
encontrada en un paciente con HA de frecuencias altas (110), por lo que es muy probable que haya

otros factores que influyan en el fenotipo final.

Para analizar la progresion de la HA sélo disponemos de informacién de los pacientes P088 y P093, y
en ambos casos la sustitucién de residuos diferentes a cisteina ha dado lugar a HA progresiva. Esto
demuestra que tal y como se ha propuesto recientemente, la progresiéon de la HA no se asocia
exclusivamente a la sustitucion de residuos de cisteina. Otra evidencia es que la variante c.5668C>T,
p.Arg1890Cys de nuestro paciente PO88 ha sido descrita previamente en 4 pacientes asociada a HA

estable (109). Por tanto, la progresién de la HA tampoco depende de la variante concreta implicada.

En resumen, en base a nuestros hallazgos y a las evidencias disponibles hasta la fecha, proponemos
que 1) el fenotipo de la HA AD DFNAS8/12 asociada al gen TECTA depende en parte del dominio
afectado, sobre todo cuando la variante se encuentra en el dominio ZP, que se asocia a HA de
frecuencias medias; 2) la consecuencia de las variantes en los dominios ZA y el ENT no es predecible
en cuanto a frecuencias afectadas; y 3) una misma variante puede presentar variabilidad tanto el tipo
de HA como en la progresion de la misma, lo que sugiere la existencia de factores genéticos y/o
ambientales individuales. El esclarecimiento del mecanismo de patogenicidad de las variantes en el
gen TECTA probablemente ayude a conocer estos factores y su influencia en el fenotipo. Para ello,

serdn necesarios mas pacientes y estudios funcionales adicionales.
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Correlacion genotipo-fenotipo en el gen BSND

El gen BSND codifica la barttina. Dos de los pacientes de nuestro estudio presentan HA AR asociada al
gen BSND DFNB73 (P015 y P035), en ambos casos causada por la variante c.23G>A (p.Arg8GIn) en
homocigosis. Ambos pacientes presentan HA perilingual, progresiva, severa en PO15 y moderada en
P0O35 y ninguno presenta enfermedad renal. El paciente PO15 refiere antecedentes familiares de HA
con inicio mas tardio (8 afos su hermanay 20 afios su padre), aunque no ha sido posible confirmar la

variante en dichos familiares por no disponer de muestra de los mismos.

En general, las variantes de truncamiento en este gen dan lugar a un fenotipo grave de sindrome de
Bartter tipo IV (236), mientras que las de cambio de sentido se han asociado tanto a fenotipos de
distinto grado de este sindrome como a HA no sindrémica (237). Los estudios funcionales sobre
algunas de estas variantes han demostrado que la existencia de enfermedad renal y su gravedad
dependen del efecto de la barttina modificada sobre los canales CLC-K, y se cree que el Ol es mas
sensible que el asa de Henle a la reduccién de la conductancia de cloruro (121, 238, 239) . La variante
€.23G>A (p.Arg8GIn) identificada en nuestros pacientes ha sido reportada en la literatura una Unica
vez, en un paciente espafiol con HA no sindrédmica (34). Se conocen otras variantes patogénicas que
afectan al mismo residuo, aunque siempre asociadas a sindrome de Bartter tipo IV: c.22C>G
(p.Arg8Gly); c.22C>T (p.Arg8Trp); c.23G>T (p.Arg8Leu) (120, 236, 240, 241). En el caso de las variantes
€.22C>T (p.Arg8Trp) y €.23G>T (p.Arg8Leu), se ha demostrado que aunque no impiden la insercién de
los canales en la membrana, si afectan a su activacion, lo que lleva a una pérdida completa de funcion
de los mismos (120), y por tanto a sindrome de Bartter tipo IV. Estas evidencias demuestran el residuo
8 de arginina es esencial para la barttina y que una modificacion del mismo afecta a su funcion.
Nuestros dos pacientes con la variante c.23G>A (p.Arg8GIn) nos dan la oportunidad de comparar la

expresion clinica resultante de la sustitucidn de este residuo por distintos aminodcidos:

En base a nuestros resultados postulamos que la variante c.23G>A (p.Arg8GIn) presente en nuestros
pacientes altera en menor medida la funcién de los canales de cloruro en comparacién con los cambios
descritos hasta la fecha en este mismo residuo. Aunque para demostrar esta teoria serian necesarios
estudios funcionales, podemos hacer una aproximacién mediante la comparacién de las
caracteristicas fisico-quimicas de la arginina en el residuo 8 y de los aminodcidos que la sustituyen en
cada uno de los casos (glutamina en nuestros pacientes; triptéfano, leucina, glicina en los descritos en
la bibliografia). La arginina es un aminoacido bdsico con carga positiva y, por tanto, hidrofilico. Los
aminoacidos glicina, leucina y triptéfano (cambios descritos previamente asociados a sindrome de

Bartter tipo IV) son aminodacidos apolares neutros, por tanto, hidrofébicos. Sin embargo, la glutamina
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presente nuestros pacientes es un aminodacido polar neutro, por lo que mantiene cierto grado de
hidrofilia, mucho menor que la arginina, pero sin duda mayor que los la glicina, leucina o triptéfano
implicados en los demds cambios. Esto nos lleva a postular que los efectos de este cambio son
menores, por lo que el fenotipo final es de HA no sindrdmica DFNB73. Seran necesarios estudios

funcionales para confirmar o descartar esta hipotesis.

Correlacion genotipo-fenotipo en el gen MYO6

La HA asociada al gen MYO6 es generalmente progresiva, postlingual y AD (DFNA22), aunque también
se ha asociado a HA congénita profunda AR (DFNB37) (16). Tras el descubrimiento en el afio 1995 del
gen Myo6 como causante de HA AR en ratones (242), en 2001 se describid la primera familia con HA
AD asociada a su gen homdlogo en humanos MYO6 (DFNA22) (243), a lo que siguié el descubrimiento
de 3 familias en las que la HA co-segregaba de forma AR con alteraciones en este gen (DFNB37) (244).
Sin embargo, algunas variantes descritas inicialmente como recesivas han sido posteriormente
halladas en varias familias co-segregando con HA progresiva de forma AD (245). Por tanto, se ha
postulado que el mecanismo subyacente en estas variantes parece ser semi-dominante, de manera
gue en heterocigosis dan lugar a una HA mas leve y progresiva que podria pasar desapercibida sin una
exploracién clinica adecuada, mientras que si se presentan con otra variante patogénica en trans se
agravaria este cuadro (66, 71). Nuestros pacientes P020 y P101 presentan variantes en heterocigosis

en MYO6 e HA moderada, lo que concuerda con dicha correlacion.

Segun las evidencias disponibles hasta la fecha, el fenotipo de la DFNA22 parece depender también
de la combinacion del dominio afectado y el tipo de variante, de forma que las variantes de cambio
de sentido en el dominio motor provocan la HA mas grave (72), probablemente debido a un efecto
dominante negativo, mientras que las variantes de truncamiento y/o fuera del dominio motor dan
lugar a fenotipos mas leves (71, 245). En nuestro estudio, el paciente P101 presenta en heterocigosis
la variante ¢.1976G>A (p.Arg659GIn) en el dominio motor, lo que se deberia reflejar en una HA mas
grave que en el paciente P020, cuya variante en heterocigosis (c.2544delA, p.Lys848Asnfs*9), de
truncamiento, se localiza fuera de este dominio. La HA es moderada en ambos pacientes, aunque en
P101 es de inicio congénito, lo que representa una mayor afectacion y cuadraria con esta hipdtesis.
Por otra parte, el paciente P020 presenta un audiograma en forma de U, que se ha descrito en algunos
pacientes con variantes patogénicas en MYO6 (71). Por tanto, aunque sélo hemos encontrado dos
pacientes con HA causada por el gen MYO6, los fenotipos encontrados en éstos parecen confirmar las

correlaciones propuestas en la bibliografia.
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Correlacion genotipo-fenotipo en el gen MYO7A

Las alteraciones en el gen MYO7A causan principalmente sindrome de Usher AR tipo 1 (el mas grave,
caracterizado por HA congénita profunda, retinitis pigmentosa (RP) de inicio prepuberal y disfuncién
vestibular), aunque también se han descrito algunas variantes asociadas a sindrome de Usher AR tipo
2 (menos severo, con HA moderada y RP de inicio postpuberal, sin disfuncion vestibular), HA AD
(DFNA11) e HA AR (DFNB2). La presencia de RP (pérdida progresiva de vision periférica con ceguera
nocturna) es el rasgo diferencial entre el sindrome de Usher y la HA no sindréomica, aunque existe gran

variabilidad tanto en el inicio como en la expresion de la misma.

Sin embargo, la existencia de DFNB2 ha estado en entredicho desde el principio (246, 247). La primera
familia con DFNB2 se describié en 1997 (248). Inicialmente se sugirié que las variantes en MYO7A
causantes de DFNB2 inducian el desarrollo de un fenotipo mds leve que los alelos asociados a
sindrome de Usher 1B debido a que la proteina resultante mantenia cierto grado de funcionalidad en
la retina (249). Sin embargo, una reevaluacién clinica de la familia descrita por Guilford et al reveld
que en los 7 afios transcurridos desde la publicacién, 5 de los 12 pacientes mayores de 25 aifos habian
desarrollado RP (246). Las evidencias contradictorias han ido sumandose desde entonces. Mientras
que algunos estudios funcionales demostraron actividad residual de la miosina VIIA en alguna de las
mutaciones asociadas a DFNB2 (250), en otros casos asociaron esta actividad residual a formas mas
leves de retinopatia e HA (251). Por otra parte, la mayoria de familias reportadas con DFNB2 no han
sido evaluadas en edades mas avanzadas o los métodos utilizados para excluir RP no han sido los
Optimos (252-254). Por tanto, es probable que la DFNB22 se trate en realidad de un sindrome de
Usher, pero con una presentacion mas leve o tardia. Hasta la fecha, no se ha establecido una

correlacién entre el tipo de variante o el dominio de la proteina y el fenotipo resultante.

En cuanto a la HA AD asociada al gen MYO7A (DFNA11), fue reportada por primera vez en 1996 (255)
y desde entonces sdlo se han identificado 8 variantes patogénicas asociadas a esta HA, ninguna de las
cuales provoca truncamiento prematuro de la proteina. La mayoria de estas variantes afectan al
dominio motor de la miosina Vlla, aunque también se han descrito variantes en otros dominios de la
proteina. Sin embargo, no se observan correlaciones genotipo-fenotipo y la expresion clinica es muy
variable tanto en el grado de HA como en la edad de inicio y las frecuencias afectadas. Esta variabilidad

se manifiesta inter- e intra-familiarmente e incluso entre pacientes de la misma edad (256).

Ante esta ausencia de correlaciones genotipo-fenotipo para el gen MYO7A, los pacientes identificados

en nuestro estudio pueden aportar informacién de gran interés. La paciente PO59 presenta en
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homocigosis una variante intrénica (c.849+5G>A) que segun los predictores afecta al splicing, también
presente en homocigosis en su hermano afecto de HA. Esta variante ha sido descrita previamente en
heterocigosis compuesta con una variante de truncamiento en MYO7A, en un paciente alemdn con
Usher atipico (148). Aunque el paciente P059 y su hermano no presentan actualmente enfermedad
ocular, en la actualidad tienen 16 y 19 afios de edad, por lo que ésta podria aparecer en los proximos
afios dando lugar a un fenotipo Usher sindromico. Sin embargo, a diferencia del paciente reportado
por Neuhaus et al.(148), nuestros dos pacientes presentan la variante intronica en homocigosis, que
segun los predictores provoca una pérdida del 60% de la capacidad de splicing. Por tanto, postulamos
gue esto permitiria la expresion de una cantidad de proteina menor pero funcionalmente normal, que
mantuviese cierta actividad residual de la miosina Vlla evitando la aparicidén de retinosis pigmentaria.
Esto apoyaria la existencia de HA AR a MYO7A, DFNB22. Sin embargo, son necesarios estudios
funcionales para conocer el de la variante ¢.849+5G>A y un seguimiento clinico adecuado y a lo largo

del tiempo a los pacientes, con el fin de detectar RP leves o tardias en caso de que aparecieran.

En el caso del paciente P082, con dos variantes de cambio de sentido heterocigotas en MYO7A
(c.479C>G, p.Serl60Cys y c.5722T>A, p.Phel908Ile), la historia familiar sugiere una HA de herencia
AD con inicio en edad adulta, mientras que el paciente presenta HA de inicio congénito. La variante
¢.479C>G (p.Ser160Cys) ha sido descrita previamente asociada a HA DFNA11 (149), mientras que la
€.5722T>A (p.Phe1908Ille) es una variante nueva. Nuestra hipétesis es que la HA AD que presentan los
familiares maternos de este paciente es debida a la variante conocida c.479C>G (p.Ser160Cys), y en el
caso del nifio, se ha heredado la segunda variante por via paterna, lo que agravaria la expresion clinica
del paciente adelantando la edad de inicio de la HA respecto a lo observado en su familia materna. El
hecho de que algunos familiares por via paterna hayan referido HA puede reforzar esta teoria, aunque
no se dispone de mas informacién clinica sobre éstos. Por otra parte, hay que recordar que ademas
del adelanto en el debut de la HA, la expresidn clinica en este paciente podria dar lugar a afectacién
ocular, ya que las alteraciones bialélicas en MYO7A pueden causan sindrome de Usher. Si esto fuese
asi, estariamos ante un caso de DFNA11 y sindrome de Usher coexistiendo en la misma familia. Sin
embargo, para confirmar este hecho serd necesario del seguimiento del paciente con el fin de detectar

la aparicién de RP.

Identificacion de variantes nuevas

Es necesario recordar que en esta tesis se han considerado variantes nuevas aquellas que no han sido
reportadas en las bases de datos Deafness Variation Dabatase (DVD) (base de datos especifica de

variantes en genes asociados a HA identificadas por la Universidad de lowa), Human Gene Mutation
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Database (HGMD) Professional (base de datos actualizada sobre variantes germinales asociadas a
patologia genética publicadas en la literatura cientifica) (48), o ClinVar (base de datos publica de
variantes identificadas y registradas por los principales laboratorios internacionales de diagndstico

genético).

La gran heterogeneidad genética y alélica de la HA se refleja en el nimero de variantes nuevas
encontradas en este trabajo. El 18% de los pacientes diagnosticados (11/62) presentaban alguna
variante patogénica nueva en alguno de los genes del Panel 1, y en 4 de ellos ambas variantes
patogénicas implicadas en la HA AR eran nuevas. Si tenemos en cuenta el total de variantes
patogénicas diferentes identificadas mediante el Panel 1, el 27% resulté ser nueva (14/53). Varios
estudios publicados en otras poblaciones han reportado también la deteccidn de variantes nuevas en
gran parte de los pacientes estudiados (200, 257, 258). Por tanto, no parece que sea caracteristico de

nuestra poblaciéon sino un hallazgo general en todas las poblaciones.

El gen con mas variantes patogénicas nuevas en nuestra cohorte es el MYO15A (AR), en el que el 80%
de las variantes patogénicas diferentes que hemos identificado son nuevas (4 de 5). Hasta la fecha, se
han descrito 266 variantes patogénicas en MYO15A (48). Teniendo en cuenta el tamafio de este gen,
con mas de 66 exones y un exdn 2 de 3.828 nucledtidos, el nimero de variantes conocidas
actualmente es muy bajo y contrasta con el alto porcentaje de variantes nuevas en MYO15A que
hemos encontrado en nuestro estudio. Esto podria deberse por una parte a su gran tamafio y por otra
al hecho de que no haya sido estudiado de forma rutinaria hasta la generalizacion de la tecnologia
NGS. Cabe resaltar que la variante nueva c.6004delG ha sido identificada en dos pacientes no
emparentados, en ambos casos en heterocigosis con otra variante patogénica en MYO15A. Al no
haberse descrito esta variante en otras poblaciones, es poco probable que se trate de un hotspot, por
lo que postulamos que podria tratarse de una variante fundadora caracteristica de poblacidn del Pais

Vasco.

Otro de los genes con un porcentaje relativamente alto de variantes nuevas en nuestra cohorte es el
gen OTOF: 2 de los 6 pacientes con HA asociada a OTOF presentan variantes nuevas que representan
el 43% de todas las variantes patogénicas que hemos identificado en este gen (3 de 7 variantes
diferentes). A dia de hoy, se han publicado 192 variantes patogénicas en el gen OTOF (48). La variante
recurrente en poblacion espafiola, c.2485C>T(p.GIn829*) esta implicada en 4 de nuestros 6 pacientes
con DFNB9 (80%). A pesar de no haber encontrado la misma variante nueva en dos pacientes, es
posible que alguna de ellas sea recurrente en el Pais Vasco, aunque sera necesario el estudio de un

mayor nimero de pacientes para confirmar esta posibilidad.
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Para terminar, podemos decir que la informacidon que hemos obtenido es relevante en muchos

sentidos:

Por una parte, la descripcién del espectro mutacional de una poblacién aporta informaciéon de gran
interés, aunque es una tarea costosa y que requiere tiempo. Hasta la fecha se ha descrito el espectro
mutacional para genes de HA de distintas poblaciones de todo el mundo, aunque en el caso de las
europeas la informacion disponible es limitada si no tenemos en cuenta el gen GJB2. Por tanto,
nuestro estudio es una oportunidad para avanzar en el conocimiento de las causas genéticas de HA
en esta poblacién del sur de Europa. Ademas, al no existir precedentes de estudios de este tipo
realizados en Euskadi, nuestro estudio aporta las primeras evidencias respecto a la etiologia genética

de la HA en esta poblacion.

Por otro lado, aunque la ampliacion del diagndstico genético a grandes paneles de genes supone un
reto respecto al manejo de las variantes inciertas, duplica en nuestro caso el rendimiento diagndstico,
por lo que es evidente que es necesario. La limitacién del estudio a los genes de alta o moderada
evidencia facilitara la priorizacidon de variantes causales sin aportar excesivas incertidumbres que
compliquen el consejo genético al paciente. La informacién disponible gracias al exoma clinico podria
suponer la posibilidad de ampliar el analisis a otros genes conforme se vayan encontrando mas

evidencias cientificas de las asociaciones gen-HA.

Para finalizar, la identificacion de la causa genética de la HA ayuda a establecer correlaciones genotipo-
fenotipo que son fundamentales por distintos motivos: permiten tener un prondstico de la
enfermedad; pueden diagnosticar precozmente sindromes que cursan inicialmente con HA aislada;
pueden ayudar a los pacientes o a sus familiares a tomar decisiones sobre su descendencia; y aportan
informacién sobre los mecanismos de patogenicidad, lo que puede ayudar al desarrollo de futuras

terapias génicas.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este trabajo y a la informacion previa publicada, podemos

concluir que:

1)

2)

3)

5)

6)

La tasa diagndstica obtenida en esta tesis es mayor a la descrita previamente, probablemente
por los criterios de seleccion de los pacientes que hemos utilizado. Ademas, es dependiente
de la edad de inicio y la gravedad de la HA, aumentando si es congénita y profunda.

La inclusién de un mayor nimero de genes asociados a HA pero con menos evidencia no
aumenta el rendimiento diagndstico, por lo que la utilizacidn de un estudio basico de los genes
mas frecuentes seguido de un panel de genes de causalidad demostrada se considera la
aproximacién dptima para el diagndstico de la HA en el entorno clinico.

El espectro genético de la HA en |a poblacién del Pais Vasco es similar al descrito en la espafiola
y en otras poblaciones caucasicas, siendo el gen GJB2 (y en concreto la variante recurrente en
espanoles c.35delG) la causa mas frecuente de hipoacusia. El gen STRC, del que no existen
datos en poblacién espafiola, es la segunda causa mas frecuente en nuestra poblacion y
comparable a otras poblaciones caucasicas y europeas. Otros genes relevantes son los
descritos también en otras poblaciones europeas, principalmente OTOF, MYO15A y MT-RNR1.
Respecto a la HA de origen mitocondrial, la prevalencia en el Pais Vasco es del 4% y esta muy
por debajo de lo descrito en poblacién espafiola, aunque es probable que los datos publicados
en la misma sobrevaloren su implicacién real.

La frecuencia de portadores heterocigotos de delecién del gen STRC en el Pais Vasco es del
1/66 individuos de la poblacién general, lo que puede definirse como polimérfico y justifica su
estudio en el diagndstico de HA e incluso su inclusién en el analisis de portadores sanos.

Se han encontrado 17 variantes patogénicas nuevas, que amplian el espectro mutacional
descrito previamente en la bibliografia y confirman la heterogeneidad genética de esta
patologia. Una de las variantes nuevas en el gen MYO15A se ha encontrado en dos pacientes,
por lo que podria tratarse de una varianTe recurrente en el Pais Vasco.

Aportamos nuevas evidencias que refuerzan la asociacién de ATP2B2 con la HA no sindrémica,
describiendo ademas una variante nueva en este gen que se consideraba de evidencia

moderada.
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7)

Nuestros datos confirman que las correlaciones genotipo-fenotipo en el caso del GJB2 no
siempre son utiles y que probablemente existan modificadores genéticos, tal y como han
propuesto otros autores. Proponemos que estos modificadores genéticos también pueden
jugar un papel importante en los genes STRC, OTOF, MYO15A y TECTA, en mayor o menor
medida. Ademas, proponemos un fenotipo para una variante hallada en BSND, y un posible
caso de HA AR asociada a MYO7A (DFNB22) de cuya existencia se dudaba. Por ultimo,
describimos la coexistencia de HA no sindrémica AD y sindrédmica AR debida a dos variantes

patogénicas el gen MYO7A.
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