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“La ceguera nos separa de las cosas,

pero la sordera nos separa de las personas”.
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RESUMEN

La pérdida auditiva se considera el déficit sensorial mas prevalente, por ello su etiologia ha
sido objeto de estudio durante décadas, lo que ha permitido definir multiples factores
ambientales relacionados con su aparicién, conocer diversas patologias que asocian hipoacusia

y demostrar centenares de alteraciones genéticas relacionadas con su desarrollo.

Hipdétesis: La hipoacusia neurosensorial genética en adultos puede estar

infradiagnosticada.

Introduccidn: La hipoacusia genética entrafia una gran dificultad diagndstica ya que se
caracteriza por tener una extrema heterogeneidad genética y fenotipica. Por ello para lograr un
diagnostico etioldgico de hipoacusia neurosensorial de inicio en la edad adulta, se plantea la
aplicacion de secuenciacion de nueva generacidn sobre paneles de genes relacionados con

hipoacusia.

Materiales y métodos: Se incluyeron adultos de mds de 16 afios con hipoacusia
neurosensorial evaluados en el Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla (Espafia). Los criterios de exclusion fueron factores ambientales, trauma
acustico, hidropesia endolinfatica e hipoacusia asociada a la edad. Se utilizé un panel de genes
NGS que incluia 196 genes (OTOgenics v3) o 229 genes (OTOgenics v4) relacionados con

hipoacusias sindromicas y no sindrémicas.

Resultados: Sesenta y cinco pacientes fueron incluidos en el estudio (edad media de debut
41 afios). Se encontraron 15 variantes patogénicas/probablemente patogénicas en 8 genes que
justificaban el fenotipo de los pacientes: TECTA (4), KCNQ4 (3), GJB2 (2), ACTG1 (1), COL2A1 (1),
COCH (1), COCH/COL2A1 (1), STRC (1) y ABHD12 (1). Tres pacientes presentaban asociaciones
sindromicas (20% de los pacientes con diagndstico genético) que no habian sido diagnosticadas
previamente (dos Stickler tipo | y sindrome PHARC). Se encontraron siete variantes de significado
desconocido (VUS) en COL11A1 (1), GSMDE (2), DNTM1 (1), SOX10 (1), EYA4 (1) y TECTA (1). El

rendimiento diagndstico del panel ha sido del 23% en esta serie.

Conclusiones: Los paneles de genes NGS pueden proporcionar rendimientos diagndsticos
superiores al 20% para la hipoacusia del adulto, con una proporcién significativa de VUS que
podrian contribuir potencialmente a aumentar el rendimiento diagndstico. La identificacion de

una causa genética facilita el asesoramiento genético, proporciona informacién prondstica y



puede revelar sindromes no reconocidos, contribuyendo a una adecuada evaluacion y deteccién

precoz de sus manifestaciones asociadas.

Palabras clave: Panel genes, Asesoramiento genético, Hipoacusia genética, Variantes

patogénicas, Secuenciacion de nueva generacion, Variantes de significado desconocido.
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SUMMARY

Hearing loss is considered the most prevalent sensory deficit, so its etiology has been the
subject of study for decades, which has made it possible to define multiple environmental factors
related to its onset, to learn about various pathologies associated with hearing loss and to

demonstrate hundreds of genetic alterations related to its development.

Hypothesis: Adult genetic sensorineural hearing loss (SNHL) may be underestimated.

Background: Genetic SNHL in adults may be underestimated due to the difficulty involved
in its diagnosis, because it is characterized by extreme genetic and phenotypic heterogeneity.
Therefore, to achieve an etiological diagnosis of SNHL starting in adulthood, the application of
next-generation sequencing on panels of genes related to hearing loss is proposed for the

diagnosis of adult-onset SNHL.

Materials and Methods: Adults (>16-year-old) with SNHL were recruited at the
Otolaryngology Department at Marqués de Valdecilla University Hospital (Spain). Environmental
factors, acoustic trauma, endolymphatic hydrops, and age-related hearing loss were excluding
criteria. An NGS gene panel was used, including 196 genes (OTOgenics v3) or 229 genes

(OTOgenics v4) related to syndromic and non-syndromic hearing loss.

Results: Sixty-five patients were included in the study (average age at the onset of SNHL,
41 year). Fifteen pathogenic/likely pathogenic variants considered to be causative were found in
15 patients (23% diagnostic yield) in TECTA (4), KCNQ4 (3), GJB2 (2), ACTG1 (1), COL2A1 (1), COCH
(1), COCH/COL2A1 (1), STRC (1), and ABHD12 (1). Three patients had syndromic associations
(20% of patients with genetic diagnosis) that had not been previously diagnosed (two Stickler
type | and one polyneuropathy, hearing loss, ataxia, retinitis pigmentosa, cataract syndrome).
Seven variants of unknown significance were found in COL11A1 (1), GSMDE (2), DNTM1 (1),
SOX10 (1), EYA4 (1), and TECTA (1).

Conclusion: NGS gene panels can provide diagnostic yields greater than 20% for adult
SNHL, with a significant proportion of variant of unknown significance that could potentially
contribute to increasing diagnostic output. ldentifying a genetic cause enables genetic
counseling, provides prognostic information, and can reveal unrecognized syndromes

contributing to an accurate management of their associated manifestations.



Key Words: Adults, Gene panel, Genetic counseling, Genetic hearing loss, Next-

generation sequencing, Pathogenic variants, Variants of unknown significance.
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Correcciones tesis doctoral : “Impacto clinico del diagnéstico genético en la
hipoacusia del adulto”

e Pagina 5, ultima frase.
“estdn unidas entre si mediante puentes glucoproteicos (uniones tipo GAP) [9].“
Se elimina el contenido del paréntesis.

e Pagina 6, comienzo del tercer parrafo
“se haya la membrana tectoria” Debe decir “se halla”, de hallar,

e Pagina 10, lineas 2-3
“regiones no codificantes llamadas intrones que no se transcriben” se sustituye por
regiones no codificantes llamadas intrones que se transcriben, pero no se traducen”.

e Pagina 13, cuarto parrafo
“la mutacién del gen MT-RNR1 asociado al fenotipo audiolégico DFNA20 y DFNA26 responsable
del incremento en la susceptibilidad a la ototoxicidad por aminoglucésidos [26].”
Se elimina “asociado al fenotipo audiolégico DFNA20 y DFNA26”

e Pagina 14, ultimo parrafo .
“la misma variante en un gen puede dar lugar a manifestaciones clinicas diferentes. Por
ejemplo, la mutacidn recurrente 35delG en el gen GJB2 (conexina 26), puede ocasionar
una hipoacusia no sindréomica AR (DFNB1), no sindrémica AD (DFNA3), o un sindrome
con manifestaciones cutdneas y oculares ademas de la hipoacusia [29].”

Debe decir “diferentes mutaciones en un mismo gen pueden dar lugar a manifestaciones
clinicas diferentes. En el gen GJB2 se han descrito mutaciones que ocasionan hipoacusia
no sindrémica AR (DFNB1), no sindrémica AD (DFNA3), o sindromes con manifestaciones
cutaneas y oculares ademas de la hipoacusia [29].”

e Pagina 27
“Biothecnology” debe decir “Biotechnology”

e Se ailade en tabla 2 nueva columna titulada “variante en proteina”




INTRODUCCION






— INTRODUCCION -

La pérdida auditiva se considera el déficit sensorial mas prevalente, por ello su etiologia
ha sido objeto de estudio durante décadas, lo que ha permitido definir multiples factores
ambientales relacionados con su aparicidon, conocer diversas patologias que asocian hipoacusia

y demostrar centenares de alteraciones genéticas relacionadas con su desarrollo.

En la etapa prelocutiva, la percepcién auditiva es esencial para la correcta adquisicién del
lenguaje y el desarrollo cognitivo. Conociendo la importancia de este hecho, surge la necesidad
de implantar un programa de deteccidn precoz de hipoacusia infantil, puesto en marcha desde
principios los afios 90 y que se ha ido actualizando progresivamente en base a las
recomendaciones de la Comision para la Deteccidn de la Hipoacusia (CODEPEH) , y cuya finalidad
radica en identificar aquellos sujetos con algun déficit o alteracién auditiva, ya fuera congénita
o adquirida, para iniciar una terapia rehabilitadora auditiva precoz que prevenga consecuencias

deletéreas como el empobrecimiento cognitivo, el retraso psicomotor y el aislamiento social [1].

Dadas las repercusiones que la pérdida auditiva genera en la poblacion infantil, el grueso
de los datos epidemioldgicos y sobre todo etioldgicos de la hipoacusia han sido extraidos de este
colectivo que ha sido diana de estudio desde hace décadas. Se sabe que aproximadamente el
60% de las hipoacusias infantiles subyacen a una causa genética, conociéndose mas de 100
genes causantes de hipoacusia aislada y mas de 400 sindromes asociados a hipoacusia [2, 3].
Aunque por norma general la etiologia de la hipoacusia es unifactorial, pueden entrar en juego
la combinacién de varios factores, por lo que es imprescindible tener en cuenta que la presencia
de una causa ambiental no excluye necesariamente la existencia de una etiologia genética
subyacente, si bien es cierto que la presencia de factores ambientales condiciona en mayor

medida la etiologia genética como unico factor [4].

En la etapa postlocutiva la pérdida auditiva no traduce consecuencias tan severas, dado
gue ya se ha alcanzado el aprendizaje del lenguaje escrito y verbal, asi como el desarrollo
intelectual, sin embargo, puede generar alteraciones psico-emocionales por el concepto de
sordera como estigma y un empobrecimiento social por una comunicacién inefectiva debido a
la pérdida de inteligibilidad. Ademas, diversos estudios han encontrado asociacién entre la
pérdida auditiva en la edad media de la vida como factor de riesgo de hasta un 9% para el
desarrollo de demencia [5, 6]. Siendo estas circunstancias no desdefiables, en ocasiones se ha

infravalorado el diagndstico etioldgico de la hipoacusia mas alla del periodo infantil.
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Dada la prevalencia y la repercusidon que la hipoacusia genera en los pacientes es un
motivo de consulta frecuente en las consultas del Otorrinolaringélogo. Aunque las
intervenciones destinadas a prevenir, detectar y tratar la pérdida de audicion no son
econdmicamente costosas y pueden resultar muy beneficiosas para los pacientes, la busqueda
etioldgica de la hipoacusia del adulto no siempre se plantea como una necesidad estricta, y en
ocasiones dichas hipoacusias son catalogadas como idiopaticas sin un verdadero diagndstico de
exclusién, ya que, hasta la fecha, el empleo de estudios genéticos en el adulto no estd

estandarizado.

Lograr la consecucion de un diagndstico genético en la hipoacusia otorga tranquilidad
para el paciente al revelarse la causa del sintoma que aqueja y produce satisfaccion del
especialista al concluir el episodio de busqueda etioldgica del proceso. Sin embargo, del
diagndstico genético se derivan otras cuestiones que competen a dreas muy diversas de la
medicina y convierten a la Otorrinolaringologia en una especialidad con potencial para liderar
una medicina con caracter preventivo y predictivo, personalizada en el individuo. Ademas,
existe una necesidad insatisfecha en el logro de terapias que reduzcan la velocidad o reviertan
la pérdida auditiva progresiva; pero para desarrollar tratamientos eficaces, el conocimiento de
la base molecular y celular de la hipoacusia genética sera esencial. Por ello, en un futuro préximo
la expansion de los estudios genéticos ira encaminada a la deteccion de susceptibilidad genética
a desarrollar determinadas patologias o toxicidades auditivas farmacoldgicas, se tornara una
herramienta de peso en el campo de la farmacogendmica para predecir la respuesta a farmacos,
y gracias a la terapia génica se iluminaran dianas de actuacion para el tratamiento dirigido de la

hipoacusia [7, 8].

1. Fisiologia auditiva del oido interno

El oido interno se encuentra situado en el centro de la piramide petrosa del hueso
temporal, y se divide anatdmicamente en dos segmentos: laberinto anterior o cdclea,
responsable de la percepcidon auditiva, y laberinto posterior (vestibulo y conductos

semicirculares) responsable del equilibrio.

La coclea es un conducto espiral enrollado sobre el modiolo que da dos vueltas y media.
Presenta una excavacion en su base que permite el paso de fibras nerviosas del nervio auditivo

o XIll par craneal. Su parte externa es la capsula ética, que presenta dos aberturas: la ventana
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oval y la ventana redonda. Elinterior de la cdclea se encuentra dividido en 3 compartimentos o

rampas: vestibular, coclear y timpanica [9] como se muestra en la Figura 1.

b s ’
s i
Conducto semicircular superior ——

Conducto semicircular posterior

/ Q sx‘xx— Coclea
ﬂ ‘\‘ e T Nesvio coclear
=
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> ¥ - "‘ 1)'/ Helicotrema
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——— Conducto coclear

Conducto semicircular externo
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Membrana tectoria ——_ Rampa

Organo de Corti

Columela ————————————— \ ‘ y
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Ganglio espiral o
de Corti

Figura 1: Anatomia del oido interno. En la parte superior la figura muestra el laberinto anterior (cdclea) y el
laberinto posterior (conductos semicirculares y vestibulo). En la parte inferior la figura representa un corte axial
de la céclea, donde se pueden visualizar el érgano de Corti, la entrada del nervio auditivo y las rampas vestibular,
timpanica y coclear.

En la cdclea se encuentra el principal érgano de la audicidon, denominado érgano de Corti
o ganglio espiral, que se encarga de la discriminacion de los distintos sonidos seglin su
frecuencia, y que codifica los estimulos en el tiempo segun su cadencia y los filtra para una mejor
comprensién [10]. Este érgano estd formado por un conjunto de células sensoriales

subespecializadas:
e Células de sostén o células de Deiters: sirven de soporte a las células receptoras.

e (Células ciliadas (células receptoras): Tienen una distribucién tonotdpica frecuencial a lo
largo de la céclea. En su polo apical se encuentran los estereocilios que se relacionan con
canales de potasio y estan unidas entre si mediante puentes glucoproteicos (uniones tipo

GAP) [9]. Se dividen en:
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o Ciliadas externas: su polo basal se apoya sobre las células de sostén y en su polo
apical los esterocilios se encuentran anclados en la membrana tectoria. Tienen
capacidad contractil gracias a las proteinas prestinas y forman sinapsis con las

neuronas aferentes de tipo Il y con el sistema eferente medial.

o Ciliadas internas: se apoyan sobre la membrana basilar y forman sinapsis con las
neuronas aferentes de tipo | del ganglio espiral. Son responsables de la

conversion del estimulo mecanico sonoro en una energia eléctrica.

Sobre el érgano de Corti se haya la membrana tectoria, una estructura acelular formada
sobre todo por glucoproteinas y cuya carga idnica es negativa. Esta membrana se encuentra en
contacto con los estereocilios de las células ciliadas externas y en su porcién medial se ancla al
limbo espiral. La estria vascular se encuentra en la pared lateral de la rampa coclear y su funcién
es la produccion de endolinfa, manteniendo una alta concentracién de potasio en ella para
mantener su potencial eléctrico, necesario para la despolarizacion e inicio de la transmisidon
neuronal [9]. Las estructuras anatomicas que conforman el érgano de Corti se encuentran

ilustradas en la Figura 2.

A grandes rasgos la via auditiva comienza con la conversion por parte de las células
ciliadas internas del estimulo sonoro en una energia eléctrica que se vehiculiza a través de los
axones neuronales del nervio auditivo hasta los centros auditivos del tronco del encéfalo y de la
corteza temporal, donde la informacion es interpretada y procesada. Esta via auditiva es un
complejo entramado de conexiones y sinapsis entre células, dénde la regulacion génica es
esencial para la correcta formacién de las proteinas implicadas en ella, permitiendo Ia
transmisién exacta y competente del sonido. Los genes con mayor repercusion en el
funcionamiento de la via auditiva son aquellos que codifican proteinas de membrana o regulan

vias de conexioén intercelular o sinaptica como pueden ser [10]:

e Proteinas de membrana o asociadas a membrana, reguladas por genes como KCNQ4
implicado en los canales de potasio, G/B2 que codifica la familia de proteinas conexina
26 responsables de las uniones intercelulares de tipo comunicante, o el gen OTOF que
sintetiza la otoferlina que regula el trafico de las vesiculas sindpticas generadas en las

células ciliadas internas.

e Proteinas del citoesqueleto de las células sensoriales del oido interno.
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e Proteinas de la matriz extracelular, reguladas por genes como TECTA, que codifica la alfa-

tectorina que ejerce funcién estructural en la membrana tectoria del oido interno.
e Proteinas reguladoras transcripcionales asociadas a genes como POU3F4 o EYA4.

e Componentes de la maquinaria de biosintesis de proteinas en la mitocondria, cuyos

genes se encuentran en el genoma mitocondrial.

« 2

10 11 12 13

Figura 2. Corte coronal de la céclea que representa las distintas estructuras del 6rgano de Corti. 1. Rampa
vestibular (perilinfa); 2. hueso; 3. membrana de Reissner; 4. membrana tectoria; 5. limbo espiral; 6. lamina
reticular; 7. células ciliadas internas; 8. fibras nerviosas; 9. rampa timpanica (perilinfa); 10. tunel de Corti; 11. fibras
eferentes; 12. células de Deiters; 13. membrana basilar; 14. conducto coclear (endolinfa); 15. estria vascular; 16.
células ciliadas externas; 17. células de Hensen y Claudius; 18. ligamento espiral. (Adaptacion de figura tomada
de Saroul et al)

Ademas de las disrupcion metabdlica y funcional en la célula, la presencia de alteraciones
genéticas durante el periodo de embriogénesis puede conllevar alteraciones en el desarrollo del
oido externo, medio e interno, asi como de la via auditiva, dando lugar a malformaciones que

condicionan hipoacusia congénita [11, 12].

Es relevante tener en cuenta que, de los genes implicados en la hipoacusia no todos se

expresan exclusivamente en las células de la via auditiva, por lo que la hipoacusia puede

7
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aparecer como sintoma en conjunto con otras alteraciones en otros 6rganos conformando un
sindrome. Por ejemplo, el gen SCL26A4 codifica la proteina pendrina, que se expresa en las
células del oido y también en la glandula tiroides, siendo responsable del intercambio de iones
entre el medio intra y el extracelular, y conduciendo su alteracidén a hipoacusia y disfuncion
tiroidea en el conocido como sindrome de Pendred [13]. Hasta la fecha se conocen més de 400
sindromes de causa genética donde la hipoacusia constituye uno de sus potenciales sintomas,
por ello las investigaciones genéticas acerca del sistema auditivo proporcionan informacion de
gran transcendencia sobre cdmo el sistema nervioso decodifica la informacién molecular y sobre
como las alteraciones genéticas alteran la funcidn auditiva, lo que ayudara a mejorar el

conocimiento sobre la fisiopatologia de la hipoacusia.

2. Conceptos genéticos

2.1.  Estructuray funcion del genoma humano

La informacién que determina las caracteristicas de un ser vivo esta contenida en el acido
desoxirribonucleico (ADN), una molécula que consta de dos cadenas enrolladas formando una
doble hélice, constituida por una sucesién de mondmeros: los nucledtidos. Existen cuatro
nucledtidos diferentes, cada uno de los cuales contiene una base nitrogenada: adenina (A),
timina (T), guanina (G) y citosina (C). El orden en que se suceden estos nucleétidos determina el
codigo genético de cada individuo. En el caso del ser humano, nuestro genoma (conjunto de
ADN) esta formado por una secuencia de aproximadamente 3.200.000.000 de pares de bases de
ADN que, ademas, esta presente en cada célula por duplicado (una copia heredada de nuestra
madre y otra de nuestro padre). El genoma se encuentra en el nucleo de cada célula (genoma
nuclear) organizado en 46 cromosomas, dos de los cuales determinan el sexo y se conocen como
cromosomas sexuales (XX en la mujer, XY en el vardén), y los 44 cromosomas restantes son

denominados autosomas.

Una pequefia proporcion del ADN de la célula se encuentra dentro de las mitocondrias
confeccionando el genoma mitocondrial. La peculiaridad de este genoma es que se heredada
casi exclusivamente por via materna y que acumula variantes patogénicas con facilidad ya que
no dispone de un sistema de deteccién y reparacidon de errores durante la replicacidn, a
diferencia del genoma nuclear. La dotacion genética de un individuo es aportada casi a partes

iguales por cada uno de los progenitores, por los que existen 23 parejas de cromosomas que son
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homdélogos entre si y que contienen genes equivalentes, que se denominan alelos. Si los dos
alelos que porta un individuo son iguales se dice que es homocigoto para ese gen, si son

diferentes se dice que es heterocigoto.

Los cromosomas contienen una sucesion de genes; los genes representan las unidades
minimas de informacién del mensaje genético, y son secuencias especificas de bases que
contienen la informacién necesaria para producir, de manera especifica, los principales
ejecutores de las funciones vitales: las proteinas. La ubicacion fisica de un gen o de una variante

genética del ADN en un cromosoma se define mediante el término locus (loci en plural).

El ser humano tiene unos 21.000 genes, el conjunto de todos ellos es lo que se denomina
genotipo, y su a manifestacidn clinica se denomina fenotipo. No obstante, el genoma del ser
humano tiene una similitud entre individuos de la misma especie del 99,9 %, lo que significa que
entre ellos tienen mas de 3 millones de diferencias en las bases de nucledtidos. Este es debido a
los polimorfismos de nucledtido Unico o single nucleotide polymorphisms (SNP) y a las
variaciones en el nimero de copias o Copy Number Variation (CNV). Los SNP se consideraban
hasta hace afos la mayor fuente de variacién genética entre individuos. Consisten en la
sustitucion en una sola base dentro del ADN o en la pérdida (eliminacién) o aumento
(duplicacion o insercion) de una o varias bases. Aparecen cada 1.300 bases en promedio a lo
largo del genoma humano, pero no siempre estdn asociados al desarrollo de enfermedades. Los
SNP mas frecuentemente relacionados con la aparicién de enfermedades son aquellos en los
gue se produce una sustitucién de nucledtido que dictamina un cambio de sentido en la
traduccidn proteica o que generan la aparicidon de un coddén de stop prematuro que trunca la
sintesis proteica. El resultado es que la proteina alterada puede reducir su funcionalidad, quedar

totalmente inhabilitada o bien adquirir una funcién completamente nueva y perjudicial [14].

Sin embargo, gracias a los avances en las técnicas de analisis gendmico se ha podido
descubrir que las CNV contribuyen en mayor medida a la diversidad gendmica interindividual
gue los SNP, algo que ya sugeria Freeman et al en 2006. Segun el National Human Genome (NIH)
los CNV son un tipo de variacién estructural del ADN en el que un fragmento determinado esta
reducido, o por el contrario duplicado o incluso tri o cuatriplicado con respecto a la versidn del
genoma humano de referencia, debido a procesos de delecidn o duplicacidn. Estas regiones de
CNV pueden contener o no genes, y de ello va a depender su importancia en la promocion de

alteraciones genéticas que conlleven enfermedad [15].
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Dentro de las secuencias de bases que definen un gen, existen regiones codificantes
llamadas exones (que se transcriben y traducen para formar proteinas), regiones no codificantes
llamadas intrones que no se transcriben y ADN intergénico (que no forma ni intrones ni exones).
El exoma (conjunto de regiones codificantes) representa solamente el 1-2% del genoma
humano, por lo que aproximadamente el 98% restante lo constituyen las regiones no
codificantes, cuyas funciones son indispensables para brindar integridad estructural a los
cromosomas y contribuir al control de la actividad genética al contener secuencias que actuan
como elementos reguladores (promotores, potenciadores y silenciadores de la expresion de los
genes o incluso elementos estructurales como las secuencias repetitivas), que determinan
cuando y dénde se “activan” y “desactivan” los genes [16]. Los cambios en la secuencia del ADN
de una region codificante tienen en muchos casos consecuencias clinicas, ya sea aumentado a la
susceptibilidad a enfermedades o infecciones o alterando la respuesta a productos quimicos o
farmacos. Por otra parte, se pueden producir modificaciones del ADN que no alteran la
secuencia de este, pero que determinan su regulacion, y que se conocen como cambios
epigenéticos. Estos cambios epigenéticos pueden modificar los genes de tal manera que
provoquen activacion incorrecta o silencien erréneamente un gen, lo que deriva a su vez en una
alteracion funcional celular. Fundamentalmente las diferentes exposiciones que sufre un

individuo en el medio ambiente en el que vive, influencian dichos cambios epigenéticos [17].

Respecto al genoma no codificante (intrones y regiones intergénicas) cabe destacar que
fue considerado al inicio de su descubrimiento como ADN basura, vestigio de la evolucion de la
especie. Sin embargo, resulta inaudito asumir que el 98% de nuestro genoma no esconda
funcionalidad, por lo que ha sido fruto de estudio exhaustivo en las ultimas décadas a través de
varios proyectos mundiales. Los avances en gendmica de los ultimos afos han permitido
esclarecer que este genoma no codificante es esencial en la regulacidén de la expresién génica
del genoma codificante, y es clave en la evolucidn de la especie, pero también en el desarrollo
de las enfermedades. Ademas, el genoma no codificante también se transcribe, y de él se
sintetizan secuencias conocidas como ARN no codificante. Hoy en dia es bien sabido que el ARN
no codificante y sus productos de traduccidn también sufren errores de sintesis y cambios

aberrantes que pueden contribuir a la patogenicidad[18-20].

Otro concepto que merece especial mencién es el de pseudogén, que se define como
una secuencia de ADN gendmico que parece una version truncada de un gen funcional conocido.

Se calcula que existen entre 12.000 y 20.000 pseudogenes en el genoma humano. Los primeros

10
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esfuerzos por caracterizar las funciones de los pseudogenes fueron infructuosos, por lo que se
consideraron reliquias sin funcién derivadas de la seleccidn evolutiva (ADN basura o fosiles
genéticos). Sorprendentemente, cada vez son mas los pseudogenes que se expresan como
transcritos de ARN por encima de los niveles considerados de transcripcién accidental y cada vez
hay mds pruebas de que algunos pseudogenes expresados tienen funciones bioldgicas y
deberian definirse como una subclase de ARN no codificante, responsables de la regulacién de
cambios epigenéticos en el ADN y por tanto del desarrollo de enfermedades y procesos
tumorales [21, 22]. En relacidn con el desarrollo de hipoacusia se conocen varios genes con
variantes pseudogénicas que son importantes en la practica clinica, pero sobre todo en lo que
respecta al diagndstico genético, pudiendo ser técnicamente dificil distinguir si la variante est3
en el gen o en el pseudogen. Por ejemplo, el gen STRC relacionada con hipoacusia sindromica y
no sindromica forma parte de una duplicacién en tandem, y la segunda copia es un pseudogén
(pSTRC). El pseudogén distal resulta altamente homodlogo con respecto al gen (>99%) lo que hace
gue el andlisis molecular para detectar mutaciones de STRC mediante secuenciacion de nueva
generacion (NGS) y secuenciaciéon del exoma (WES) sea todo un reto. Por ello se requieren
técnicas complementarias especificas para el estudio dirigido de esas regiones, como la
realizacion de reaccidn en cadena polimerasa (PCR) cuantitativa en tiempo real o amplificacién

de sondas tras ligacion multiple (MLPA) [2, 22].

Como ya habiamos comentado toda la humanidad comparte el 99 % del ADN y el 1 %
restante encierra todas las diferencias que existen entre seres humanos. Para comprender las
diferencias gendmicas dentro de nuestra especie se crearon secuencias del genoma humano de
referencia que han sido usadas como estandar comparativo en los diferentes estudios genéticos.
Sin embargo, un solo genoma de referencia no puede mostrar la diversidad gendmica existente
en la humanidad. Para que las comparaciones sean mas fiables, es necesario un mapa genético
mucho mas completo, que disponga no solo de un modelo del genoma, sino también de sus
variaciones y posibles diferencias; por ello surge el concepto del pangenoma. El pangenoma
humano se refiere al conjunto de genomas de la especie humana, teniendo en cuenta no solo
las partes que tienen en comun sino también sus variaciones, cuantificando la frecuencia de
dichas variantes. El desarrollo de este concepto ha ido de la mano del crecimiento de las
tecnologias de secuenciacion del genoma, que han permitido lecturas mas especificas de areas
complejas o repetitivas del codigo genético. Mediante fusion digital de secuencias del genoma

humano se crea este pangenoma que se puede usar como comparacion para alinear, ensamblar

11
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y estudiar otras secuencias del genoma humano de diferentes sujetos. Esto permite
comparaciones mucho mas acertadas reduciendo el riesgo de inequidades en los analisis
gendmicos, ya que, por ejemplo, predecir una enfermedad genética podria no ser acertado en
el caso de un individuo cuyo genoma fuera mas diferente respecto al genoma de referencia [19,

23].

Las enormes implicaciones asociadas al conocimiento del genoma para entender los
estados de salud y enfermedad del ser humano son la principal motivacidn para su analisis y
estudio en profundidad. Tal es asi que tras la primera secuenciacion completa del genoma
humano en 2003 [24], se han ido produciendo modificaciones y engendrando nuevos conceptos
qgue han evolucionado desde la secuencia del genoma de referencia inicial que era Unica y lineal,
al nuevo pangenoma que representa diversas versiones de la secuencia del genoma humano al
mismo tiempo. Con esto se pone de manifiesto que existe un avance continuo en el mundo de
la genética y que la mejora en el conocimiento del cédigo genético va a determinar que, en un
futuro cercano, se desvelen certezas sobre la etiopatogenia de determinadas enfermedades,

incluida la hipoacusia [19].

2.2. Enfermedades genéticas y patrones de herencia

Las enfermedades genéticas pueden tener un sustrato monogénico, poligénico,

cromosomico o mitocondrial.

e Las enfermedades monogénicas surgen por variantes patogénicas en las bases del ADN
de un gen, lo que llevard a la formacion de una proteina anémala, insuficiente o ausente,
y por ello a un fallo en su funcidn. Se transmiten habitualmente bajo patrén mendeliano:
autosémico dominante (AD), autosdmico recesivo (AR), dominante ligado a X o recesivo
ligado a X. Las hipoacusias hereditarias son trastornos fundamentalmente monogénicos,

si bien los fenotipos pueden estar modulados por la influencia de genes reguladores.

e Las enfermedades poligénicas son debidas al efecto aditivo de alteraciones en varios
genes y en su expresion tiene importancia la accién ambiental, por lo que también se

utiliza el término enfermedad multifactorial.

e Las cromosomopatias son debidas a pérdidas (monosomias, delecciones) o excesos de

este material cromosdmico (trisomias).

12
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e Las enfermedades mitocondriales son debidas a alteracion en el ADN mitocondrial

(ADNmt) transmitidas por via materna.

Los patrones de herencia se clasifican en funcion de la localizacién y comportamiento de
cada gen implicado. Asi, la herencia autosémica es propia de los genes que se localizan en los
autosomas y la herencia ligada al sexo en los cromosomas sexuales. Si la variante genética se
manifiesta en heterocigosis se habla de herencia dominante, es decir, el alelo mutado domina
sobre el normal, por lo que aparecen repercusiones fenotipicas (generalmente tardias) y se
constatan antecedentes familiares de la patologia en cuestion, siendo la probabilidad de
transmitir la enfermedad a los descendientes del 50%. Cuando el fenotipo sélo se manifiesta si
las dos copias alélicas estdn mutadas estamos ante una herencia recesiva, dénde los
progenitores son por regla general portadores asintomaticos y la probabilidad de tener un
descendiente afecto es del 25%. Este tipo de herencia es la mas comun en las variantes genéticas

encontrada en la hipoacusia infantil.

En la herencia recesiva ligada al cromosoma X, los varones van a expresar un fenotipo
patoldgico, naciendo en general de padres no afectados y siendo la madre una portadora
asintomatica. La afectacion es casi exclusiva de varones y no existe transmisién varon a varon en
el arbol genealdgico. La herencia dominante ligada al X es caracteristica de un grupo muy
reducido de patologias, pero estara presente en todos los varones y en la mitad de las mujeres
descendientes de madre afecta. Este tipo de herencia es muy poco comun en la etiopatogenia
de la hipoacusia, y sobre todo se detecta en variantes sindrdmicas, como por ejemplo el

sindrome de Alport, que condiciona alteraciones renales e hipoacusia [25].

Las variantes patogénicas en el genoma mitocondrial se transmiten seguin un patrén de
herencia materna, por lo que la proporcién de varones y mujeres afectados son
aproximadamente iguales. La variante patogénica mas conocida responsable de hipoacusia por
este tipo de herencia es la mutacion del gen MT-RNR1 asociado al fenotipo audiolégico DFNA20
y DFNA26 responsable del incremento en la susceptibilidad a la ototoxicidad por

aminoglucédsidos [26].

Las enfermedades que presentan un sustrato genético pueden presentar diferentes

caracteristicas:

e Penetrancia incompleta: hace referencia a la probabilidad de que una persona que tiene

una variante patogénica especifica (genotipo) que causa una determinada enfermedad

13
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genética tenga las caracteristicas de esa enfermedad (fenotipo). La penetrancia es
completa cuando el 100% de los casos con una determinada variante patogénica
padecen la enfermedad, si no se habla de penetrancia incompleta, es decir sélo un
porcentaje de los individuos portadores del gen alterado manifestaran la enfermedad.
La penetrancia incompleta puede justificarse por la presencia de una etiologia
multifactorial y, por tanto, su expresion fenotipica puede verse inhibida por otros

factores, ya sean ambientales o genéticos.

Expresividad variable: las manifestaciones clinicas (tipo y severidad) pueden ser distintas
entre individuos portadores de la misma variante, incluso dentro de la misma familia. Por
ejemplo, el gen EYA1l que se asocia al sindrome branquio-oto-renal tiene una alta
penetrancia, pero con una expresividad variable, por lo que la aparicién de sintomas es
altamente probable, pero el rango de severidad de los mismos es muy variable entre
individuos, pudiendo ir desde malformaciones leves en oido y rifiéon hasta agenesias

completas en dichos érganos [27].

Heterogeneidad genética: la presencia de variantes patogénicas en genes diferentes
puede producir la misma manifestacion clinica. De hecho, se conocen al menos 30 genes
capaces de producir una hipoacusia prelocutiva no sindromica de herencia autosémica

recesiva (GJB2, GJB6, OTOF, TECTA, MYO7A)

o Noalélica o de locus: se presenta cuando variantes patogénicas en diferentes locus
situados en cromosomas distintos causan la misma expresion fenotipica de una
enfermedad. Un ejemplo es el sindrome de Usher, para el cudl se han identificado
hasta la fecha 11 loci diferentes (USH1A-USH1G, USH2A-USH2C, USH3) y 8 genes
causantes de la enfermedad (MYO7A, USH1C, CDH23, PCDH15, SANS, USHZ2A,
VLGR1 y USH3) [28].

o Alélica: la misma variante en un gen puede dar lugar a manifestaciones clinicas
diferentes. Por ejemplo, la mutacidn recurrente 35delG en el gen GJB2 (conexina
26), puede ocasionar una hipoacusia no sindrémica AR (DFNB1), no sindrémica AD
(DFNA3), o un sindrome con manifestaciones cutaneas y oculares ademas de la

hipoacusia [29].
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2.3. Secuenciacidn genética

La secuenciacion del ADN es el proceso mediante el cual se determina el orden preciso
de las bases nitrogenadas de la cadena de ADN de un individuo o ser vivo. Para realizar un
estudio genético es preciso obtener ADN celular de una muestra de sangre periférica o un

hisopado de la mucosa oral (saliva) para la obtencidn de células nucleadas.

2.3.1. Secuenciacion convencional o Sanger

La necesidad de desarrollar un método de secuenciacién del ADN se hizo especialmente
evidente tras la publicacidon de Francis Crick en la revista Nature en 1970, dénde se ponia en
evidencia que la secuencia de nucleétidos de una molécula de ADN condiciona la secuencia de
aminoacidos de las proteinas que ejecutan la actividad celular [30]. Esto no ocurre directamente,
sino con un intermediario, el ARN, que se transcribe a partir del ADN, respetando su secuencia
(salvo porque el uracilo sustituye a la timina), y que es leido por los ribosomas, encargados de

transformar cada secuencia de nucledtidos codificantes en una secuencia de aminodacidos.

En la misma década Frederick Sanger, con el método enzimatico de terminacion de
cadena [31] y Walter Gilbert, mediante la fragmentacidon quimica [32], desarrollan los primeros
procedimientos robustos para obtener secuencias de ADN. Ambos métodos eran manuales,
tediosos y conllevaban el uso de compuestos radioactivos, leyendo solamente de unas decenas
a unos pocos cientos de bases. En las décadas de los 80 y de los 90 el avance en las técnicas
bioquimicas permitié que se desarrollaran estrategias de secuenciacién mas automatizables,
basadas en el método de Sanger, gracias a la sustitucién de los compuestos radiactivos por
didesoxinucleétidos marcados con fluorescencia y a una mejor deteccion a través de la
electroforesis capilar (Figura 3). Esto permitié mejorar y aumentar el rendimiento del proceso
de secuenciacion, hasta el punto en que los nuevos avances hicieron posible el desarrollo de los
primeros secuenciadores automaticos, que ayudaron en la obtencidn de la secuenciacidon

completa del Proyecto Genoma Humano (PGH) [33].

El método de Sanger permite detectar variantes genéticas de pequefio tamano, pero
tiene la limitacidn de realizar solamente unas 96 a 384 reacciones en paralelo, lo que supone
largo periodos de tiempo y costes por base secuenciada elevados. Cuando hay deleciones,
inserciones o alteraciones estructurales en los genes, la técnica de Sanger no puede detectarlas,
por lo que para descartarlas es recomendable hacer una amplificacién de sondas dependiente

de ligandos, una técnica dirigida al estudio completo de un gen concreto. Otra desventaja de
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este método reside en variantes patogénicas con frecuencias alélicas inferiores al 20%, dénde el
riesgo de no ser detectadas es muy alto. Sin embargo, esta metodologia resulta de gran utilidad

para el analisis de genes candidatos, de manera especifica y dirigida.
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Figura 3. Secuenciacion de Sanger automatizada fluorescente. Un oligonucledtido sintetizado quimicamente, que
forma un duplex con el ADN monocatenario a secuenciar, es el sustrato sobre cuyo extremo 3’ la ADN polimerasa
incorpora los nucleétidos complementarios a la cadena a secuenciar, a partir de una mezcla de desoxinucledtidos y
didesoxinucledtidos trifosforilados (dNTP y ddNTPs, respectivamente). Esta mezcla estd compuesta
mayoritariamente por cantidades equimoleculares entre si de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, asi como, en mucha menor
proporcion, por cantidades, también equimoleculares entre si, de ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP. Estos ultimos
estan marcados con un fluoréforo diferente en funcidén de la base nitrogenada que los compone y, cuando se
incorporan a la cadena, al tener un atomo de hidrégeno en lugar de un grupo OH unido al carbono 3’ de su
desoxirribosa, detienen la polimerizacién. De este modo, se genera una mezcla de cadenas monocatenarias
fluorescentes de diversos tamafios y complementarias al ADN a secuenciar. Todas las moléculas del mismo tamario
terminan en el mismo nucledtido y, por lo tanto, producen la fluorescencia de la misma longitud de onda al ser
excitadas. La separacién de estas moléculas monocatenarias mediante electroforesis capilar y la deteccion de su
fluorescencia dibuja un electroferograma en el que la sucesién de colores permite determinar la secuencia de
nucledtidos complementaria al fragmento a secuenciar. [Difieiro M. (2020). Diagndstico molecular del cancer, las
sorderas y las cegueras mediante secuenciacidon gendmica masiva. Tesis doctoral, Universidad de Oviedo]

2.3.2. Secuenciacion masiva o de nueva generacion

El empleo de la genética en Medicina demanda que las pruebas sean capaces de
identificar el mayor porcentaje de variantes patogénicas en un periodo breve de tiempo. Por ello
se han ido buscando alternativas de alto rendimiento que reduzcan los tiempos de
procesamiento de las muestras y los costes derivados. Asi en 2005 nace la tecnologia de
secuenciacion masiva o de segunda generacién, también conocida por su terminologia

anglosajona Next Generation Sequencing (NGS). Esta tecnologia es capaz de determinar la
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secuencia de los 3.200 millones de nucledtidos de nuestro genoma a partir de millones de
lecturas de longitud variable, que se ensamblan unas con otras mediante métodos
bioinformaticos hasta reconstruir una secuencia gendmica individual completa, lo cual reduce el
tiempo y el coste econdmico [16, 34]. Sin embargo, para esto es necesaria su comparacién con
un genoma de referencia, motivo por el cual no podria haberse desarrollado con éxito sin contar

con los resultados del PGH.

Esta metodologia tiene el potencial de detectar todos los tipos de variacion gendmica en
un unico experimento, incluyendo variantes de nucledtido Unico o variantes patogénicas
puntuales, pequefias inserciones y deleciones, y también variantes estructurales tanto
equilibradas (inversiones y traslocaciones) como desequilibradas (deleciones o duplicaciones),
gue la técnica de Sanger no puede abarcar. Aunque también lleva intrinsecas una serie de
limitaciones diagndsticas, fundamentalmente en variantes estructurales de gran tamario,
mosaicismos o enfermedades genéticas producidas como consecuencia de la repeticién de

tripletes (p.e. Huntington).

Existen diversas técnicas de secuenciacidén consideradas de segunda generacion, pero las
fases generales del proceso son compartidas por todas ellas: A) Preparacion de la libreria de ADN

(genoteca); B) Enriquecimiento; C) Secuenciacion y D) Control de calidad y analisis de datos.

A) Preparacion de la libreria de ADN (genoteca)

Consiste en generar segmentos del ADN para secuenciar, flanqueados por secuencias de
ADN externas, llamadas adaptadores, que son requeridas para el funcionamiento de las
diferentes tecnologias de secuenciacion de nueva generacidn. Estos adaptadores se pueden
afiadir mediante PCR, ligandolos a los extremos de fragmentos del ADN objeto de analisis o

intercalandolos en el mismo mediante transposicién [35, 36].

Habitualmente, antes de secuenciar las librerias se realiza una amplificacion por PCR
usando cebadores complementarios a dichos adaptadores para obtener la cantidad de ADN
necesaria para el proceso de secuenciacién, ya que por ejemplo para la deteccién de
reordenamientos gendmicos es preferible tener mayor tamafo del fragmento de ADN situado
entre los adaptadores, aunque sin embargo para para la deteccion de SNVs valdria con

fragmentos mas pequefios.
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Una vez preparada la libreria, esta puede ser secuenciada por igual en toda su extensién
(por ejemplo, si queremos secuenciar un genoma completo) o se puede enriquecer previamente

para obtener mas cantidad de secuencia de determinadas regiones gendmicas de interés.
B) Enriquecimiento

Cuando realizamos secuenciacion genética, el objetivo no suele ser secuenciar el genoma
completo, sino parte de él. Por ello es importante definir hacia donde queremos orientar nuestro
estudio genético, eliminando los fragmentos del ADN que no son de interés previamente a
introducir la muestra en la fase de secuenciacién. Este procedimiento de cribado de la muestra
es lo que se denomina enrigquecimiento. Si los adaptadores se anaden a la muestra de ADN
mediante técnica de PCR, la secuencia de los propios cebadores se disefia para ser especifica de
las regiones diana que queremos secuenciar, y el proceso es intrinseco a la preparacion. Sin
embargo, cuando los adaptadores se han afiadido mediante ligacion o transposicion el
procesamiento es adicional, siendo los métodos mas utilizados la hibridaciéon o captura con

sondas [37].
C) Secuenciacion

Los procedimientos mas usados en la actualidad son la secuenciacidon con nucleétidos
terminadores reversibles fluorescentes en los equipos de tecnologia Illumina y la deteccion de

protones mediante semiconductores en los secuenciadores lon Torrent.

En ambos casos, el primer paso consiste en la amplificacidn clonal de cada fragmento de
la libreria. Mediante sucesivas reacciones de sintesis a partir de una Unica molécula de ADN, se
genera un conjunto de fragmentos idénticos (clones) que posteriormente son secuenciados. El
objetivo de esta amplificacion es generar una sefial lo suficientemente intensa como para
permitir la deteccidn. Con el formato de lon Torrent, la amplificacion clonal ocurre mediante
PCR en emulsion, es decir, cada molécula de ADN de la libreria hibrida a través de sus
adaptadores en microperlas sélidas de acrilamida que llevan unidas los cebadores y cada perla
se incorpora en una emulsidn cuidadosamente controlada, en la que cada burbuja constituye un

microreactor con todo lo necesario para llevar a cabo la PCR (Figura 4A).

En cambio, la tecnologia lllumina emplea una PCR en fase sélida, sobre una flow-cell
recubierta de oligonucledtidos complementarios a los adaptadores, donde se lleva a cabo una

amplificacién en puente, llamada asi porque las cadenas de ADN replicadas tienen que arquearse
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para poder cebar la siguiente ronda de polimerizacién con los oligonucledtidos cercanos unidos

a la superficie (Figura 4B).

Una vez completada la amplificacidon clonal de la libreria, el siguiente paso es la lectura
de los clones. En sus inicios la metodologia usada por lon Torrent fue la pirosecuenciacién
(deteccidn de grupos de pirofosfato). En 2005, combinando este mismo principio con la PCR en
emulsién, se desarrollaron las maquinas de secuenciacién 454 capaces de producir lecturas de
alrededor de 400-500 pares de bases, permitiendo la paralelizacion masiva de las reacciones de
secuenciacion y aumentando en gran medida la cantidad de ADN que se podia secuenciar en un

mismo experimento.
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Figura 4. Amplificacion clonal (adaptado de Shendure et al, 2008) [38].
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(A) PCR en emulsion, lon Torrent: Los fragmentos de la libreria y las microperlas, recubiertas de
oligonucledtidos complementarios a los adaptadores, se mezclan y diluyen en una emulsién, de modo que
cada microgota contiene idealmente un Unico fragmento y una Unica microperla. Mediante un proceso de
amplificacién, cada microperla queda recubierta de multiples copias del mismo fragmento de ADN;

(B) Amplificacion “en puente”, IHlumina: Los fragmentos de la libreria se unen a oligonucledtidos,
complementarios a sus adaptadores, que estan repartidos en un soporte sélido. Al existir oligonucledtidos
complementarios a ambos adaptadores del fragmento, se produce una amplificacién en puente que va
formando clones de moléculas agrupadas fisicamente y procedentes del mismo fragmento de ADN original.

En 2010 surgieron los secuenciadores lon Torrent, en los que la deteccidn de luminiscencia
generada a partir de grupos pirofosfato se sustituyd por la deteccidon de protones generados
durante la polimerizacion del ADN. Al generarse un cambio en el pH, éste es registrado como un

cambio de voltaje por un sensor de iones (semiconductor). Pero el método de secuenciacion
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mas determinante fue Solexa, que surgidé en 2006, y que se basa en la PCR en fase sélida con la
amplificacién en puente mencionada previamente, combinada con una lectura basada en
nucledtidos terminadores reversibles fluorescente Figura 5.

Esta técnica es mas robusta y capaz de distinguir mejor el tamafio de polimeros de un
mismo nucleétido y es el principio de la actual plataforma de secuenciaciéon lllumina,
metodologia de referencia en secuenciacion gendmica de segunda generacion en la actualidad

[39].
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Figura 5. Secuenciacidn y deteccion lllumina A) Por cada ciclo de sintesis, se afiaden a la Flow-cell los 4 ddNTPs
terminadores reversibles marcados con fluorescencia, de modo que a cada cadena en sintesis solo se puede unir
uno de ellos (el complementario a la siguiente base del fragmento a secuenciar). (B) Después de lavar los ddNTP no
incorporados, se excita la celda y una cdmara recoge la emisién de fluorescencia, lo que determinara el nucleétido
unido en esa posicidn. (C) Quimicamente se elimina el fluordforo y se revierte la capacidad terminadora de sintesis
para comenzar un nuevo ciclo. [Difieiro M. (2020). Diagndstico molecular del cancer, las sorderas y las cegueras
mediante secuenciacién gendmica masiva. Tesis doctoral, Universidad de Oviedo]

D) Control de calidad
La interpretacidén de los datos crudos originados por el secuenciador requiere recursos
bioinformaticos capaces de convertir imagenes en datos, datos en informacion interpretable e

informacién en conocimiento utilizable. En este proceso existen varios pasos, y cada uno de ellos
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aborda un paso necesario para la transformacidn de datos crudos en conocimiento clinicamente
utilizable [40, 41].

El primer andlisis va a transformar los archivos de sefiales generados por el secuenciador
en archivos de datos denominados FASTQ, que contienen secuencias de caracteres A, C, Gy T
asociadas a una puntuacion que valora la calidad de las bases de cada secuencia. Sobre estos
archivos FASTQ se filtran las lecturas de baja calidad y se eliminan las secuencias de los
adaptadores afiadidos en la primera parte de todo el proceso [42]. El segundo analisis conlleva
el alineamiento de las lecturas de la muestra analizada con respecto a una secuencia de
referencia (que suele ser la Ultima versidn del genoma humano) para la identificacién de
diferencias o variantes entre ellas [43]. Y finalmente el tercer andlisis, que consiste en la
anotacién, filtrado e interpretacidon de variantes para poder evaluar su origen, singularidad,
impacto funcional y sus consecuencias clinicas [2, 4, 44].

La NGS y sus continuas mejoras han reducido drasticamente los tiempos de realizacion de
los estudios genéticos, asi como en los costes asociados a ellos. Pero existe una constante
expansion de dichas tecnologias (ya en vias de desarrollado secuenciaciones de 32 y 42
generacién) que buscan una mayor precisién y agilidad diagndstica acorde al desarrollo de la

medicina de precision [45].

3. Herramientas para el analisis genético

La incorporacion de la NGS a la practica clinica tiene diferentes aplicaciones: la
secuenciacion de genoma completo (Whole Genome Sequencing — WGS), la secuenciacion del
exoma completo (Whole Exome Sequence — WES) y la secuenciacidon de paneles de genes.
Actualmente en el ambito de la hipoacusia, las pruebas basadas en la NGS han sustituido a los
test basados en la secuenciacién Sanger debido al mayor rendimiento y precisién diagnodstica

gue aportan respecto al formato convencional.

Hoy en dia, los paneles de genes se consideran la herramienta diagnostica con mayor
rentabilidad para el estudio de diversas enfermedades y patologias, entre ellas las hipoacusias
neurosensoriales, lo cual sustenta el trabajo de la presente Tesis Doctoral [2, 4] en la que se
aplica esta herramienta diagnodstica para el estudio genético de la cohorte. En el caso de las
hipoacusias genéticas, la penetrancia incompleta, la expresividad variable y la heterogeneidad
genética alélicay no alélica dificultan el establecimiento de correlaciones entre una determinada

variante genética (genotipo) y sus manifestaciones clinicas y audiométricas (fenotipo), por lo que
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la aproximacién diagndstica ha de ser empirica y agndstica, conceptos que profundizaremos mas

adelante en la discusién de este trabajo.

Si bien hay que tener en cuenta que, si existe una alta sospecha acerca de una correlacién
especifica genotipo-fenotipo, cabria la posibilidad de realizar el estudio genético dirigido al gen
en cuestion. Por ejemplo, ante una hipoacusia desarrollada tras la exposicion a aminoglucésidos,
pensariamos en la variante patogénica A1555G en el gen MT-RNR1. No obstante, si el resultado
genético de la prueba dirigida resulta negativo, estaria indicado completar el estudio con otra

herramienta genética de mayor rango diagndstico, como seria un panel de genes.

A continuacidn, se pasan a detallar las caracteristicas relativas a los 3 tipos fundamentales
de estudios genéticos: panel de genes, secuenciacidon de exomas y secuenciacion de genoma.

Las ventajas y desventajas relativas a su empleo en la practica clinica se comparan en la Tabla 1.

3.1. Panel de genes

Los estudios basados en paneles de genes consisten en un analisis especifico de secciones
del genoma que corresponden a regiones codificantes y/o no codificantes en genes que estan
clinicamente asociados a una patologia concreta relacionada con el fenotipo observado en el
paciente. Con el empleo de paneles maximizamos la secuencia que es clinicamente relevante y
hallazgos secundarios que podemos encontrar de forma incidental en otros estudios mas
amplios como el WES y WGS. De la ventaja que supone acotar la regidén del genoma analizada,
deriva también la principal limitacidon de los paneles de genes, y es que, es preciso conocer el
abanico genético que engloba una determinada patologia para poder explorar todos los genes
relacionados hasta la fecha, asi como los genes candidatos potencialmente relacionados con la
enfermedad a estudio. Por ello, el panel sélo tendra éxito si el gen que causa la enfermedad esta

incluido en el mismo [46].

Cabe aclarar no obstante, que los paneles proporcionan la flexibilidad para agregar o
eliminar genes incluidos, y si por ejemplo, se actualizan nuevas variantes genéticas para la
patologia en bases de datos poblacionales, es posible enriquecer la libreria con las nuevas
aportaciones [16]. Pero esto conlleva una permanente vigilancia y actualizacién para evitar que

el panel quede obsoleto.

El numero de genes de cada panel es variable y dependiente de las circunstancias y

prioridades de cada laboratorio. En algunos sdlo se incluyen genes para los cuales existe
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suficiente literatura que justifica su relevancia diagndstica, terapéutica o prondstica, y en otros
se enriquecen con analisis mas amplios, incluyendo genes diana adicionales cuya asociacién con
la enfermedad en la literatura cientifico-médica es incipiente. Debe sefalarse que una
caracteristica importante del panel de genes es que contemple la prevalencia de los genes de la
poblacién a estudio, asegurdndose al menos que los mds frecuentes se encuentren incluidos. Sin
embargo, cuando la prevalencia genética de una poblacidon respecto a una patologia es
desconocida, el panel debe incluir el mayor nimero de genes posibles asociados a la enfermedad
para evitar pérdidas diagndsticas. Esto es lo que sucede precisamente en la hipoacusia del
adulto, donde no contamos con informacién genética poblacional y en consecuencia sélo un
estudio con un panel de genes amplio puede dar un rendimiento significativo [47]. De nuevo y
como enfatizaremos en la discusion, la aproximacion agndstica es la clave para la ganancia de

rentabilidad de los estudios genéticos en este colectivo y patologia concreta.

3.2. Secuenciacion de exomas (WES)

La secuenciacién del exoma tiene como propdsito determinar la secuencia de todas las
regiones codificantes del genoma, es decir, la parte funcional y codificante de proteinas
(exones). Su utilidad es especialmente relevante en el diagndstico de patologias con extrema
heterogeneidad genética, en pacientes con dos o mads fenotipos no relacionados o en ausencia
de caracteristicas clinicas claves en el momento del estudio, recomendandose la realizacién de
trios padre-madre-paciente, con el fin de mejorar su rendimiento diagndstico [48]. Esta técnica
ayuda a revelar la expansidn de los fenotipos asociados con alteraciones genéticas ya descritas
en otros pacientes con patologias similares, pero aparentemente diferentes, asi como identificar
nuevos genes candidatos [49]. Sin embargo, con el anadlisis se pueden generar sesgos en la
secuenciacion, ya que se estan omitiendo las dreas no codificantes del genoma que sabemos

tienen gran relevancia en el desarrollo de enfermedades genéticas [24].

La principal ventaja de la secuenciacion de exomas frente a un panel de genes es que
constituye una prueba Unica y similar para todos los casos y que no precisa ser actualizada cada

vez que se descubre un nuevo gen asociado a una determinada patologia.

El principal inconveniente de esta metodologia reside en la profundidad de la
secuenciacion, es decir, el nUmero de veces que se lee cada una de las posiciones que queremos
secuenciar. Debido al elevado numero de regiones que abarca un exoma, lo mas factible

econdmicamente es utilizar una profundidad de lectura menor, pero esto repercute
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directamente en la capacidad de deteccién de algunas alteraciones (p.e. mosaicismos). Ademas,
dado que el WES no tiene en cuenta la informacién contenida en las regiones no codificantes, la
deteccidon de pseudogenes puede pasar desapercibida, algo que en el caso de la hipoacusia tiene
mucha relevancia, ya que sabemos que pseudogenes como STRC y OTOA estdn asociados a

hipoacusia sindrémica y no sindrémica [22, 50].

3.3.  Secuenciacion del genoma (WGS)

La secuenciacion del genoma completo ofrece la capacidad de determinar toda la
secuencia de ADN del genoma sin la necesidad de utilizar técnicas de captura selectiva para aislar
regiones especificas. Conceptualmente, este enfoque es muy atractivo y permite la
identificacion de otras clases de variantes patogénicas cuya deteccidn puede escapar a la
secuenciacion por exoma o paneles, como serian las grandes alteraciones estructurales,
translocaciones equilibradas o mosaicismos [16]. También ofrece la oportunidad de evaluar
regiones no codificantes de ADN e identificar variantes de secuencia funcionalmente
importantes que pueden influir en la expresidon génica. Al eliminar la necesidad de capturar las
secuencias se elimina el riesgo intrinseco al sesgo de seleccidn para que la cobertura a través de
las secuencias sea mas uniforme, aportando el maximo nivel de informacién genética con el

menor sesgo asumible.

Los principales obstaculos de la secuenciacion del genoma son fundamentalmente
derivados de la logistica y el coste, pero sobre todo el gran handicap radica en la cobertura no
homogénea, lo cual supone que regiones gendmicas de interés no sean suficientemente
escrutadas y se reduzcan los hallazgos identificados en el estudio. Por ello, aunque el coste
econémico del procedimiento pudiera llegar a ser asumible con la NGS, esta técnica no se
implementara a corto plazo como herramienta diagndstica en el estudio genético hasta que su

rendimiento, precision y tiempo de ejecucion lo hagan factible [16, 24, 51].

3.4. Genes candidatos

Otro andlisis distinto en contraste con los estudios previamente descritos es la
identificacion de genes candidatos, que se han usado para identificar factores de riesgo
genéticos de trastornos complejos, como es el caso de la hipoacusia. La estrategia empleada
para proponer genes candidatos se basa en el hecho de que su posicion gendmica o bien las

caracteristicas funcionales de la proteina que codifican, permite plantear que pudieran estar
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implicados en la patogénesis de la enfermedad. Estos genes son seleccionados a menudo en
estudios basados en un conocimiento a priori del impacto biolégico y funcional que produciria

su alteracién [52].

El analisis de genes candidatos permiten analizar los efectos de las variantes de un gen
candidato en los miembros de una familia afectada o en casos y controles no relacionados y es
util para determinar de forma rapida la relacion de una variante genética con una enfermedad.
No obstante, este método esta limitado por el grado de conocimiento de la biologia de la

enfermedad investigada.

Otra manera de definir genes candidatos consiste en la identificacion de regiones
cromosomicas de alto riesgo para desarrollar una determinada enfermedad o fenotipo concreto;
los genes que quedan ubicados dentro de dichas regiones se consideran por ende genes
candidatos. Esto sucede con el gen OTOA, codificante de la proteina otoancorina involucrada en
la unién de la matriz extracelular del oido interno a la superficie apical de las células no
sensoriales subyacentes, y donde la presencia de variantes patogénicas estd asociada con

hipoacusia [50, 53].

Tabla 1. Comparacidn de las diferentes herramientas de diagnéstico genético

Test genético Ventajas Desventajas

o . Restriccion del analisis a los genes
Gran sensibilidad y bajo coste . .
. . incluidos
Baja probabilidad de hallazgos . . o
Panel de genes L Necesidad de actualizacién periddica con
gendmicos incidentales . ,
. i nuevos genes descubiertos o segun
Alta cobertura regiones analizadas . .
prevalencia poblacional

Ausencia de informacidn de regiones no

L Analisis de toda la region codificantes
Secuenciacion i o L,
codificante del genoma (se leen Limitacién en la deteccién de
exoma .
todos los genes) pseudogenes y variantes estructurales

Hallazgos gendmicos incidentales

Analisis e interpretacion de datos

. Sin sesgos en la secuenciacion complejo
Secuenciacion . ., L.
Muy efectiva en la deteccidon de Coste econdmico elevado
genoma . T
variantes estructurales Hallazgos gendmicos incidentales

Cobertura poco profunda
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4. Interpretacion del analisis genético

Una vez explicadas las distintas herramientas para el estudio genético en la practica clinica,
es preciso conocer y saber interpretar la informacion derivada de su aplicacién, asi como sus
principales limitaciones. Los estudios genéticos pueden darnos ingentes cantidades de
informacidn que debe ser filtrada y puesta en el contexto clinico para su interpretacion. A mayor
cantidad de ADN secuenciado (estudios WES o WGS), mayor es la proporcion de variantes
genéticas identificadas; algunas de ellas como los SNPs o CNVs pueden tener consecuencias
clinicas inciertas, modificando el riesgo de enfermedad o simplemente representando una
modificacion neutra en el genoma. Otras veces las variantes genéticas encontradas resultan ser
variantes patogénicas o potencialmente patogénicas, pero que no forman parte de la patologia
a estudio (hallazgos incidentales). Debido a esto, comprender la importancia clinica de las
variaciones resulta una tarea ardua y compleja, ya que nuestros conocimientos son limitados en
cuanto al tipo de genes involucrados en una enfermedad o afeccién en particular y a las

interacciones gen-gen o gen-medio ambiente relacionadas con las enfermedades.

Considerando las pruebas genéticas poderosas herramientas de diagndstico, surgen de su
empleo varios desafios como la precisidn para definir la variante, la interpretacion clinica de los
resultados y la traduccién de los mismos en recomendaciones para el paciente y/o familiares
[54]. Desde afios se han ido desarrollando herramientas bioinformdticas y bases de datos
especificas disefiadas para ayudar a filtrar y desechar informacion genética irrelevante, asi como
para comprender la importancia funcional de las variantes genéticas en el desarrollo de las

enfermedades.

Para una buena interpretacidon de un estudio genético hay dos puntos clave a determinar:
la frecuencia alélica de las variantes encontradas y la cobertura y calidad del estudio genético
realizado. Tras la identificacidn de una variante, ésta ha de ser comparada con multiples bases
de datos poblacionales, funcionales y relacionadas con la enfermedad a estudio para poder
determinar la frecuencia alélica de dicha variante en la poblacién, es decir, la proporcidén en que
se observa dicho alelo especifico. Asi se pueden establecer relaciones genotipo-fenotipo o

predecir la funcion de la variante.

También es preciso definir la calidad del estudio genético determinando la cobertura o
profundidad de lectura del estudio. Este concepto hace referencia al nUumero de veces que se
lee un nucledtido durante la secuenciacidon. Una mayor profundidad de cobertura aumenta la

confianza en los resultados finales y ayuda a diferenciar los polimorfismos de un solo nucleétido
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de los errores de secuenciacion. Esto es particularmente util ante mosaicismos o enfermedades
genéticas heterogéneas. Por ello, coberturas insuficientes en regiones clave del genoma pueden
llevar a no detectar variantes clinicamente relevantes [55]. En funcién del tipo de estudio
genético se recomiendan diferentes rangos de cobertura, siendo lo ideal una cobertura para
WGS de 30X -50X y de 100X para WES. En cambio, a la hora de disefiar paneles es importante
considerar una profundidad superior, de 500X o 1000X, para asegurar una cobertura pareja y

completa que justifique el objetivo acotado de los genes a analizar [55].

Asi es que un punto importante a considerar, sobre todo cuando no se encuentran

variantes diagnosticas tras la realizacion del estudio genético, es analizar la cobertura “real”, ya
gue, si dicha cobertura es baja, hay una alta posibilidad de que la variante se encuentre en alguna
de las regiones menos leidas, por lo que se puede optar por estudiar especificamente dichas

regiones con otras técnicas como secuenciacion Sanger o MLPA.

4.1. Bases de datos genéticas

El uso generalizado de la NGS en el diagndstico clinico trae consigo la identificacidn
continua de variantes no descritas previamente cuyo significado clinico es desconocido. Por ello
es preciso estandarizar toda esa nueva informacién con el fin de lograr una correcta
interpretacion del significado clinico de las variantes. A dia de hoy se han desarrollado multiples
bases de datos de variantes germinales que facilitan la organizacién del conocimiento con
respecto a las alteraciones genéticas y sus fenotipos asociados [56, 57]. Las bases de datos
poblacionales pueden ser herramientas muy poderosas para la interpretacion de variantes
genéticas debido a la gran cantidad de datos capturados y cotejados dentro de ellas. Varios
estudios internacionales han contribuido significativamente a enriquecer esta base de
conocimiento, entre ellos la Base de datos de Polimorfismo de Nucledtido Unico, el Consorcio de
Agregacion de Exomas, el Centro de Investigacion Biomédica en Red (CIBERER) con su programa
Exome Server y el Proyecto 1000 Genomas. Pero de forma mas concreta, para el desarrollo de
esta Tesis Doctoral, se han empleado fundamentalmente las bases ClinVar y OMIM (Online

Mendelian Inheritance in Man).

ClinVar es un recurso publico y gratuito, que se puso en marcha en 2013 por el National

Center of Biothecnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

Actualmente contiene mas de 801.000 variantes genéticas que afectan a mas de 11.000 genes.

Su principal finalidad es que tanto los laboratorios clinicos, los investigadores y los paneles de
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expertos puedan compartir sus interpretaciones de las variantes genéticas junto a su
correspondiente evidencia, permitiendo identificar facilmente aquellas variantes que han sido
revisadas por paneles de expertos, lo cual proporciona transparencia en su concordancia o

discordancia sobre la relevancia clinica de las mismas [57].

OMIM es una base de datos que recoge la descripcidon de genes y fenotipos humanos y las
relaciones entre ellos. Desde 1964 donde nace en el seno de la Universidad Johns Hopkins ha
ido desarrollandose en diferentes versiones y actualizaciones. Esta disponible en el sitio web

oficial, OMIM.org (http://omim.org), con el fin de proporcionar una busqueda agil y rapida [56].

En la actualidad, con mas de 450 actualizaciones cada mes (mediante revisién por pares),
contiene informacién de mas de 16.300 genes y casi 10.000 fenotipos diferentes. Cada entrada
de OMIM contiene un resumen completo de un fenotipo genético y/o de un gen determinado,
por lo que se encuentra en el pddium de bases de datos en lo relativo al nomenclatura y

clasificacién de fenotipos genéticos.

Todas estas bases de datos se van actualizando paulatinamente en base a nuevos
contenidos exclusivamente publicados en la literatura biomédica, que pongan de manifiesto
nuevas evidencias o nuevos genes descubiertos a nivel mundial. Sin embargo, aunque todas ellas
son de gran ayuda a menudo contienen variantes incorrectamente clasificadas y/o propuestas
de clasificaciones contradictorias para una misma variante. Es por ello que en 2013 el NHGRI
(National Human Genome Research Institute) fundd ClinGen, un recurso publico cuya principal
motivacion es definir la relevancia clinica de genes y variantes para su uso en la medicina de

precision e investigacién [58].

4.2. Clasificacion de las variantes genéticas

Una nomenclatura uniforme, basada en unos criterios estandarizados garantiza la
designacidn inequivoca y permite el intercambio y uso efectivo de la informacidén genética.
Ademas, la interpretacion que se haga de las variantes secuenciadas es determinante, puesto
gue las discrepancias en la clasificacion e interpretacién de las mismas conllevan serias

implicaciones clinicas para el paciente.

En el afio 2000 el grupo de trabajo del Colegio Americano de Genética Molecular (ACMG)
elabora una propuesta que sienta los cimientos para la estandarizacion de la interpretacién
clinica de variantes gendmicas, definiendo 5 categorias para clasificar las variantes genéticas: (1)
descritas previamente y consideradas como causa de enfermedad, (2) no descritas previamente
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como patogénicas, pero que por sus caracteristicas se espera que sean responsables del
fenotipo, (3) no descritas previamente, pero con dudas al respecto de su patogenicidad, (4) no
descritas previamente y probablemente no causantes de enfermedad y (5) descritas

previamente y consideradas neutrales.

Sin embargo, la llegada de la NGS supuso un punto de inflexién en los estudios genéticos
con un aumento notable del numero de genes y variantes asociados a enfermedades. Por ello
en 2013 se formd un grupo de trabajo compuesto por miembros del ACMG, la Asociacion de
Patologia Molecular (AMP) y el Colegio de Patélogos Americanos (CAP) con el objetivo de revisar
los estdandares para clasificar las variantes genéticas utilizando la evidencia disponible en el
momento del andlisis. Asi, en 2015 se publicaron las primeras guias ACMG/AMP con un sistema
de puntuacion para clasificar las variantes de forma consensuada como: “patogénica”,
“probablemente patogénica”, “significado incierto (variants of unknown significance — VUS)”,
“probablemente benigna” y “benigna” [59]. La publicacion de esta guia fue un hito para el
diagnodstico molecular y la genética clinica, sin embargo, Unicamente es aplicable para variantes
con herencia monogénica, no para variantes somaticas, farmacogendmicas o de genes asociados

con trastornos complejos no mendelianos multigénicos.

En las especificaciones iniciales de la guia ACMG/AMP se proporcionaron dos tipos de
criterios, unos para evaluar patogenicidad y otros para evaluar benignidad. Dentro de ellos se
estratificaron los criterios en varios subgrupos segun el nivel de evidencia: stand- alone (para
criterios que se valen por si mismos para otorgarle clasificacion a la variante), very strong, strong,
moderate o supporting, en orden decreciente en nivel de evidencia. En el Anexo A y Anexo B se
detallan los criterios de patogenicidad y benignidad, respectivamente. Para proporcionar cierta
flexibilidad, algunos criterios inicialmente definidos en un determinado nivel de evidencia se
pueden ascender o degradar de nivel utilizando el juicio profesional. Por ejemplo, la segregacion
de la variante en miembros de la familia puede considerarse como moderate, pero en casos

donde la cosegregacién de la enfermedad es elevada puede pasar a considerarse strong [59].

Dado que existen diferencias notorias en prevalencia, penetrancia y contribucion genética
entre los diferentes tipos de variantes y su patron de herencia en las diferentes enfermedades
con carga genética como la hipoacusia neurosensorial, la interpretacién del umbral de
frecuencia para los alelos recesivos y los dominantes es determinante para la asignacion de una
variante a un criterio benigno o patogénico. Por ello, en 2018 se publicaron las “Especificaciones

de las directrices ACMG/AMP para la interpretacién de variantes genéticas asociadas a
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hipoacusia”. En estas especificaciones, elaboradas por el Panel de Expertos en Hipoacusia
Hereditaria de ClinGen, de los 28 criterios ACMG/AMP publicados en 2015 se eliminaron 4, se
detallaron 21 y 3 se mantuvieron sin cambios [60]. Esta guia ha sido un punto de apoyo clave en

la interpretacidn de los resultados genéticos de esta Tesis Doctoral.

A pesar del gran avance que supuso la estandarizacién de la clasificacidon de variantes en
base a éstas y otras guias posteriores, algunos autores como Amendola y col., describen
importantes inconsistencias y una tendencia a la sobreestimacion de la patogenicidad al aplicar
estos criterios [61]. En consecuencia, el Grupo de Trabajo de Interpretacion de Variantes de
Secuencia (Sequence Variant Interpretation - SVI) de ClinGen, se ha implicado en el
refinamiento de las directrices de la interpretacién de las guias ACMG /AMP para desarrollar
enfoques cuantitativos en la interpretacion de variantes, como por ejemplo recomendaciones
especificas para la interpretacion de las variantes de pérdida de funcidn [62], especificaciones
para las variantes de novo o recomendaciones para interpretar variantes que afectan a los dos

alelos del mismo gen [63].

Como ya hemos comentado previamente, para poder llegar a interpretar correctamente
una variante genética es preciso conocer la prevalencia y la frecuencia de dicha variante en la
poblacidn. Pero en ocasiones durante la realizacién del estudio genético nos encontramos con
variantes para las que hoy en dia no existen datos cuantitativos poblacionales suficientes que
respalden la asignacion certera a hacia la categoria de patogenicidad o benignidad, no pudiendo
asociarse, pero tampoco descartarse su implicacion en el desarrollo de la patologia a estudio;
estas variantes quedan enmarcadas en la categoria de VUS. No obstante, conforme el estudio
gendmico avance y conozcamos mas acerca de ellas, muchas de las VUS acabaran reasignandose
objetivamente hacia una categoria definida de benignidad o patogenicidad. Por eso dado que
el conocimiento de la genética humana esta en fase de continlo descubrimiento, es preciso
mantener una constante revision de las actualizaciones de las bases de datos de genes para
reducir el riesgo de errores durante el asesoramiento genético cuando nos encontramos ante

una VUS [64].

Por otra parte, aunque la mayor parte de las variantes patogénicas de un individuo son
transmitidas por sus progenitores, pueden aparecer variantes de novo. Mayoritariamente de
ellas se manifiestan con patrones heterocigotos con patron AD, dado que es muy poco probable
gue los dos alelos de un gen hayan sufrido una alteracién espontanea durante los procesos de

replicacién del DNA, simulando un modo de herencia AR. Para poder definir si una mutacion es
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0 no de novo es preciso indagar si los progenitores estan afectos, o en su defecto realizar el
pertinente estudio genético de cosegregacion. Como norma general la presencia de una
variante patogénica de novo en un gen asociado a enfermedad en un sujeto afecto, cuyos
progenitores estan asintomaticos, sugiere evidencia de patogenicidad de dicha variante
asociada con el pertinente fenotipo [58]. La contribucion de variantes patogénicas de novo a
enfermedades raras se ha vuelto mas clara con la implementacion de la NGS aplicada al uso de
paneles y de exomas familiares y seguira siendo un punto importante de desarrollo de la

genética clinica.

Por otra parte, el concepto de variante de novo no debe ser confundido con variante
genética nueva, que es el hallazgo de una variante genética que no esta descrita en ninguna

base de datos poblacional hasta la fecha.

5. Hipoacusia
5.1. Epidemiologia

Segun los datos de Marzo del 2021 del Instituto Nacional de Hipoacusia y Trastornos de la
Comunicacion, |la pérdida auditiva afecta a 2-3 de cada 1000 recién nacidos y a mas de la mitad
de la poblacién mayor de 75 afos. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el afio
2020, 66 millones de personas en todo el mundo padecian pérdida de audicion incapacitante
(entendiendo esto como una pérdida de audicidn superior a 40dB en el oido con mejor audicion
en los adultos y superior a 30dB en el oido con mejor audicion en los nifios) de las cuales 34
millones son nifos; y se calcula que, en 2050, mas de 900 millones de personas —es decir, una
de cada 10 personas— sufrira una pérdida de audicién incapacitante. Respecto a la etiologia de
la hipoacusia los datos que se manejan son basadas en el colectivo mas estudiado hasta la fecha:
la poblacion infantil. En este colectivo mds del 60% de los casos de pérdida auditiva son
atribuidos a causas genéticas, de las cuales el 70% son formas no sindrémicas; mientras que el
30% restante se asocian a sindromes clinicos [3, 4]. Para la poblacién adulta no se disponen de
datos epidemioldgicos respecto a la etiologia genética dado que apenas se han realizado
estudios en este grupo. Ademas, teniendo en cuenta que tanto los patrones de herencia como
las variantes encontradas pueden no ser similares entre poblacion pediatrica y adulta, no es

valido extrapolar las cifras de la hipoacusia infantil a la hipoacusia del adulto.

31



— INTRODUCCION -

5.2. Clasificacion

Existen varios criterios para realizar la clasificacidon de una hipoacusia, permitiendo definir
la localizacion de la patologia, el grado de pérdida auditiva y las frecuencias mas afectadas o el

periodo de comienzo.
Segln el tipo de la lesién:

e Hipoacusias conductivas o de transmisidn: por trastornos que afectan al oido externo

o en el oido medio.

e Hipoacusias neurosensoriales o de percepcion: debidas a lesiones en el oido interno
o en la via auditiva. Dentro de ellas se puede diferenciar si el problema acontece por
una alteracién localizada a nivel del érgano sensorial receptor (hipoacusias cocleares)
o en la via aferente que conduce la transmision del sonido hasta los centros auditivos

del sistema nervioso central (hipoacusias retrococleares).

e Hipoacusias mixtas: coexiste al mismo tiempo un componente conductivo y

neurosensorial.

Segun el grado de pérdida auditiva, que supone el factor mas importante ya que traduce

la repercusion de la hipoacusia en la vida diaria:
e Hipoacusias leves: déficit de 21 a 40 dB.
e Hipoacusias moderadas: déficit de 41 a 70 dB.
e Hipoacusias severas: déficit de 71 a 90 dB.
e Hipoacusias profundas: déficit de 91 a 119 dB.

e Cofosis: hipoacusias de 120 o mas dB.

Segln las frecuencias mas afectadas:
e Bajas o graves: afectacidén predominante de frecuencias por debajo de 500 Hz.
e Medias o conversacionales: pérdida mayoritaria entre 500 y 2000 Hz.

e Altas o agudas: afectacién de frecuencias por encima de 2000 Hz.
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Segun la edad de comienzo con relacién al desarrollo del lenguaje (factor determinante en

el pronéstico de la hipoacusia):

Hipoacusias prelocutivas o prelinguales: el déficit se produce antes de la adquisicion
del lenguaje (0-2 afios). En este grupo estarian incluidas las hipoacusias congénitas,

presentes al nacer.

Hipoacusias perilocutivas o perilinguales: la pérdida se manifiesta durante la

adquisicion del lenguaje (2-5 afios).

Hipoacusias postlocutivas o postlinguales: el déficit auditivo aparece tras la

estructuracion del lenguaje (a partir de los 5 aios).

Pero la clasificacion que mdas compete al desarrollo de esta tesis y por ende mayor

importancia acarrea es la clasificacion etioldgica:

Hipoacusias no hereditarias o adquiridas: son debidas a factores ambientales

presentes en el periodo perinatal, o que acontecen posterior a él.

Hipoacusias hereditarias o genéticas: son el resultado de la aparicién de variantes
genéticas en regiones de genes implicados en la percepcién auditiva. A su vez se
subdividen en sindrémicas (la pérdida auditiva se asocia a otras alteraciones clinicas)

y no sindrémicas dénde (la hipoacusia aparece como sintoma aislado).

Acerca de la hipoacusia genética sabemos que se caracteriza por ser en su gran mayoria

monogénica, es decir, la aparicidn de una variante genética en un gen produce por si sola la

aparicién de la patologia. A la hora de plantear el estudio de las hipoacusias hereditarias resulta

fundamental conocer los conceptos genéticos que las caracterizan: penetrancia incompleta,

expresividad variable y heterogenicidad genética alélica y no alélica. La conjuncién de estas

caracteristicas en las hipoacusias genéticas dificulta el establecimiento de correlaciones entre

una determinada variante genética (genotipo) y sus manifestaciones clinicas y audiométricas

(fenotipo), y hacen del diagnéstico etioldgico un reto para el especialista.
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Del total de pacientes adultos con diagndstico de hipoacusia hay un porcentaje en el que
no se concluye una etiologia especifica tras haber descartado las principales causas que pudieran

justificarla.

Por ello podria presuponerse que, en aquellos pacientes con patrones audiométricos de
perfil neurosensorial o mixto que no se puedan justificar por la pérdida asociada a la edad u a
otra patologia que entre dentro del diagndstico diferencial, presenten una alteracién genético-

molecular como causa subyacente a dicha pérdida auditiva.
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En esta Tesis Doctoral abordaremos los siguientes objetivos especificos:

II.

Definir la utilidad del empleo de un panel de genes como estudio de eleccién para el

diagnostico molecular de la hipoacusia hereditaria.

Conocer la epidemiologia de la genética de la hipoacusia del adulto en nuestra

poblacion, identificando las principales variantes patogénicas encontradas.

Establecer las caracteristicas fenotipicas mas determinantes para la realizacién de

estudios genéticos en la pérdida auditiva de inici6 en la edad adulta.

Establecer la relevancia clinica del diagndstico genético de la hipoacusia
neurosensorial no congénita postlocutiva de etiologia no filiada y de debut en la edad

adulta.
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Marco del estudio

El trabajo realizado se basa en un estudio epidemioldgico descriptivo de caracter
prospectivo sobre las hipoacusias neurosensoriales no congénitas postlocutivas, de inicio en la
edad adulta, diagnosticadas en las consultas externas del Servicio de Otorrinolaringologia del
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV) en el periodo comprendido de enero de
2018 hasta enero de 2022, sobre las que se decidié realizar un estudio genético para el

diagnostico etioldgico.

Previamente al inicio y desarrollo de este estudio, su protocolo fue presentado y aprobado
por el Comité de FEtica de Investigaciéon del Sistema Céantabro de Salud (cédigo interno:

2022.183).
Criterios de inclusion
Los criterios de inclusion de los pacientes en el estudio serian:

- Pacientes con hipoacusia neurosensorial leve a severa no filiada en los que se hayan

descartado factores ambientales.

- Pacientes con hipoacusia neurosensorial leve a severa y sospecha de etiologia

sindrémica.
- Debut de la hipoacusia posterior a los 16 afios.
Criterios de exclusion
Los criterios determinantes de exclusion en el estudio se detallan a continuacion:
- Hipoacusias unilaterales que cumplen diagndstico de hipoacusia subita.
- Enfermedad de Meniére o sindromes menieriformes.
- Hipoacusias neurosensoriales asociadas a vértigo o inestabilidad.
- Enfermedad inmunomediada del oido interno.

- Pacientes con hipoacusia leve o moderada secundaria a traumatismo acustico agudo o

cronico.

- Pacientes mayores de 60 afios con pérdida leves o moderadas en frecuencias agudas,
sin antecedentes familiares de sordera de aparicidn en etapas tempranas o medias de

la vida y sin antecedentes familiares de patologia sindrémica asociada a hipoacusia.
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Recogida de datos
Historia clinica

En la entrevista clinica realizada a los pacientes se indagd acerca de posibles factores
ambientales relevantes relacionados con hipoacusia (infecciones o eventos perinatales,
situacidon laboral, o farmacos), asi como otros datos clinicos relacionados con etiologia
sindromica de la hipoacusia (patologia oftalmoldgica, traumatoldgica, cardiaca, renal...). Los

antecedentes familiares de hipoacusia y el grado de parentesco fueron anotados.

Se recogid informacidn relativa a las pruebas complementarias solicitadas durante el
estudio y seguimiento de la hipoacusia, fundamentalmente tomografia computerizada (TC),

resonancia magnética (RM) y potenciales auditivos evocados troncoencefalicos (PEATC).

La definicion de hipoacusia, asi como el grado de severidad de la misma se basé en la
clasificacién de la Bureau Internacional d'Audiophonologie (BIAP) aplicada a las audiometrias
tonales realizadas, realizando la media de los umbrales obtenidos para las frecuencias de 0.5,
1.0, 2.0y 4.0 kHz. Se examinaron retrospectivamente todas las audiometrias que se encontraron
disponibles para poder orientar la edad de inicio de la hipoacusia ya que en muchos casos el
paciente no podia concretarlo con exactitud. Por otra parte, se emplearon dichas audiometrias
para evaluar la evolucién posterior hasta la fecha; también se tuvo en cuenta la morfologia y la
simetria de los patrones. La opcién terapéutica elegida para el manejo de la hipoacusia fue

registrada en todos los pacientes.

Estudio genético

Todos los sujetos participaron en un proceso de asesoramiento genético pre y post test.
Este proceso fue realizado por un especialista otorrinolaringélogo subespecializado en genética
de la hipoacusia en coordinacién con un genetista clinico del centro de trabajo. De esta manera
todos los pacientes recibieron informacion previa a la realizacién del estudio genético sobre el
motivo de su peticidn y las consecuencias derivadas del mismo, informacidn reflejada en el
pertinente consentimiento informado que se firmaba antes de llevar a cabo el test genético. A
posteriori, el mismo personal era el responsable de transmitir los resultados e informacién
derivada del estudio genético al paciente, ayudandole a entender las implicaciones clinicas de
los hallazgos en cuanto a prondstico de la hipoacusia, opciones terapéuticas, o pertinencia de
una valoracidn por otro especialista en el caso perdida auditivas con potencial relacién con
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sindromes. De igual forma, si existia deseo reproductivo se asesoraba sobre las posibilidades de

descendencia afecta y se derivaba a la consulta de genética de la reproduccidn.

Para el andlisis genético se extrajeron 4 ml de sangre periférica en tubos de EDTA
convencionales en el Laboratorio de Genética del HUMV. Las muestras eran enviadas al Instituto
de Medicina Oncoldgica y Molecular Asturias (IMOMA) donde eran procesadas segun el

protocolo habitual [2].

Para el estudio genético se empled el panel OTOgenics™, conformado por genes
consistentemente asociados en la literatura cientifico-médica con HNS y/o mixta de origen
genético, asi como otros genes candidatos, con evidencia preliminar a favor de su asociacion con
HNS y/o mixta hereditarias en publicaciones cientificas y bases de datos poblacionales. La
primera versién clinica (v3), constaba de 154 genes consistentemente asociados a sordera
hereditaria y 45 genes candidatos, y ya que el panel es objeto de revisién y optimizacidon
continua, la siguiente actualizacién (v4) constaba de un total de 229 genes. Estas versiones de

los paneles de genes estan especificadas en el Anexo C y Anexo D.

La determinacién mediante NGS optimizada del panel OTOgenics ™ se dirige a los
codones, exones y uniones intron-exon de genes relacionados hasta la fecha con el desarrollo
de hipoacusia tanto de asociacion sindrémica como no sindrémica, e independientemente de su

patron de herencia.

El aislamiento de DNA gendmico se realizd mediante el procesador Genomic DNA
ScreenTape en un sistema TapeStation 4200 (Agilent Technologies, CA), mientras que la
preparacion de la biblioteca génica se realiz6 en ADN gendmico fragmentado fisicamente por
ultrasonidos Covaris S2 (Covaris, MA).A continuacion, el enriquecimiento en secuencias
codificantes y otras regiones de interés de los genes evaluados se llevd a cabo por captura
hibrida mediante el procesador SureSelect"’, Agilent segun protocolo y la secuenciacion de los
fragmentos de DNA se realizd en un secuenciador NextSeg500 (lllumina, CA, EE. UU.) siguiendo
las especificaciones del fabricante. Finalmente, los resultados de NGS se procesaron utilizando
el software bioinformatico HD Genome One (DREAMgenics, Oviedo, Espafia) certificado
mediante marcado CE-IVD y basado en algoritmos cientificamente validados. El flujo de trabajo
para el andlisis bioinformatico, que incluye la generacion de lecturas FASTQ, la alineacidn, la
eliminacidon de duplicados, la identificacion de variantes, el filtrado y la anotacién, ha sido

descrito previamente por Cabanillas y Cadifianos [4]. Brevemente, las lecturas FASTQ se
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generaron utilizando el software de conversion bcl2fastq2 v2.19. Los archivos FASTQ sin
procesar se sometieron a un control de calidad con FastQC y se eliminaron las bases de baja
calidad, los adaptadores y otras secuencias técnicas con Trimmomatic. Cada archivo FASTQ se
alined con el genoma humano de referencia GRCh38/hg38 con BWAmem, y se utilizé6 SAMtools
para generar archivos BAM. Los duplicados opticos y de reaccion en cadena de la polimerasa se
eliminaron con Picard. Las SNVs y los indels se identificaron utilizando una variacion del
algoritmo de Sidrén, descrito previamente [65]. La deteccidon de CNVs se realizd con una version
adaptada del algoritmo exome2cnv, que incorpora una combinacién de calculos de profundidad

de lectura y desequilibrio alélico para la evaluacién del nimero de copias [66].

Las variantes se anotaron utilizando varias bases de datos que contenian informacién
funcional (Ensembl, CCDS, RefSeq, Pfam), poblacional (dbSNP, 1000 Genomes, ESP6500, ExAC)
y relacionada con la enfermedad (Clinvar, HGMD professional), y se clasificaron en cinco grupos
siguiendo las directrices especificas para la hipoacusia genética del ACMG/AMP en su
actualizacion mas reciente [60]. Para el criterio PP3/BP4 se siguieron las recientes
recomendaciones del Grupo de Trabajo de Interpretacion de Variantes de Secuencia de ClinGen:
"Evidence-based calibration of computational tools for missense variant pathogenicity
classification and ClinGen recommendations for clinical use of PP3/BP4 criteria" disponible en

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2022.03.17.484479v.

Con relacion a cada variante se identificé el gen implicado, la proteina alterada, el patron

de herencia caracteristico y el fenotipo audioldgico asociado al gen.

Base de datos y andlisis estadistico

La base de datos de los pacientes incluidos en el estudio se conformd en formato Excel
asegurando la confidencialidad de los datos registrados mediante un algoritmo de
anonimizacion. El andlisis estadistico de los pardmetros se realizé mediante el programa SPSS
version 15.0. Se consideraron resultados estadisticamente significativos aquellos con una p

valor menor de 0,05.
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Se incluyeron en el estudio 65 pacientes mayores de 16 afios, 45 (69%) mujeres y 20
hombres (31%), con una edad media de 52 afios. La edad media de debut de la hipoacusia fue
de 41 afios (rango de 16 a 68 afios). El 63% de los pacientes de la cohorte tenia antecedentes
familiares de hipoacusia de aparicidn tardia (40% familiares de primer grado, 20% familiares de
segundo grado y 3% familiares de primer y segundo grado). Todos los pacientes tenian una HNS
de aparicion tardia (a partir de los 16 afos) bilateral y practicamente simétrica en ambos oidos,
leve en el 21% (14/65), moderada en el 57% (37/65), severa en el 18% (12/65) y profunda en 4%
(2/65).

Se obtuvieron un total de 15 resultados genéticos positivos, de los cuales el 60% (9/15)
presentaban una HNS moderada, 20% (3/15) leve, 13% (2/15) severa 'y 7% (1/15) profunda. El
estudio genético fue negativo en el 66% (43/65) de los pacientes y en un 11% (7/65) se obtuvo
un resultado no concluyente por la presencia de VUS. El rendimiento diagndstico global del panel
OTOgenics™ en la cohorte ha sido del 23% (15/65), porcentaje que podria incrementarse en el
futuro cuando se resuelva la incégnita actual que plantean las VUS descubiertas. Explorando el
rendimiento en funcién de otros factores como la edad de inicio de la hipoacusia, el grado de
pérdida auditiva o la presencia de antecedentes familiares previos, los porcentajes difieren del
rendimiento diagnodstico global. Por ejemplo, analizando el porcentaje de pacientes con
diagnodstico genético positivo y antecedentes familiares previos encontramos al 60% de los
pacientes (9/15). Si evaluamos el rendimiento diagnéstico en funcién de la edad debut se
identifica un mayor rendimiento en el rango de edad comprendido entre los 20 y los 50 afios,
donde se encuentran el 73% de los diagndsticos genéticos positivos (11/15). Respecto al
rendimiento del estudio en funcién del grado de hipoacusia podemos decir que los grados
moderado-severo de HNS son los que cuentan con mayor tasa de diagndstico (66%) frente a los
grados leve y profundo (34 %). Por ello podriamos determinar que el subgrupo con mayor
rendimiento en el estudio genético fueron los pacientes con edades comprendidas entre los 20

y los 50 afos, con HNS moderada-severa y que ademas referian AF de hipoacusia.

Dentro de los resultados genéticos concluyentes, tres pacientes fueron diagnosticados de
una hipoacusia sindrémica, teniendo en cuenta que, solo para uno de ellos existia presuncién
del sindrome previa a la solicitud del estudio debido a la presencia de multiples antecedentes
médicos ya constatados, y siendo los otros dos por tanto sindromes ocultos hasta el resultado
genético. Respecto a los datos relativos a las VUS cabe decir que el 85% (6/7) presentaban

antecedentes familiares de hipoacusia.
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Variantes genéticas patogénicas y probablemente patogénicas identificadas (P/PP
Como ya hemos mencionado se identificaron 15 variantes P/PP repartidas en TECTA (4),
KCNQ4 (3), GJB2 (2), ACTG1 (1), COL2A1 (1), COCH (1), COCH + COL2A1 (1), STRC (1), y ABHD12

(1), que justificaban el fenotipo audioldgico los pacientes. Las variables clinicas de estos
pacientes, asi como las caracteristicas relativas a su fenotipo y genotipo se detallan en la . Los

patrones audiométricos relativos a las variantes P/PP encontradas se muestran en el Anexo E.

El gen causal mas frecuente en nuestra poblacién fue TECTA (4 pacientes), que puede estar
asociado a HNS no sindrémica (DFNA8/12) con patrén AD y con menor frecuencia a HNS no
sindromica (DFNB21) con patrén AR; pero que en ambos casos presenta habitualmente
penetrancia incompleta y expresividad variable. Los cuatro pacientes con alteracién del gen
TECTA tenian la misma variante en heterocigosis (c.3107G>A), considerada P, y todos

presentaban AF de hipoacusia.

KCNQ4 fue el segundo gen en frecuencia encontrado en 3 pacientes, dos de ellos con
variantes PP y el otro P. Las variantes en este gen se han asociado en la literatura médico-
cientifica con HNS no sindrémica (DFNA2A) con modo de herencia AD, como ha sido el caso en
nuestro estudio. También en los 3 pacientes se habian recogido datos de hipoacusia familiar

precoz.

GJB2 fue el tercer gen en frecuencia en nuestra muestra. Un paciente era homocigoto para
una variante (c.109G>A) y el otro heterocigoto compuesto para dos variantes recesivas (c.35delG
y c.617A>G). Las variantes patogénicas en GJB2 se han asociado mayormente a HNS no
sindrémica (DFNB1) con patrén AR, convirtiéndose desde hace décadas en el gen mads prevalente
causante de hipoacusia infantil prelocutiva en paises occidentales. Si bien, este gen también
puede estar asociado a HNS no sindrédmica (DFNA3A) con patron AD y a fenotipos sindrémicos
como la queratosis palmo-plantar con sordera, el sindrome de queratosis-ictiosis-sordera, el
sindrome de Bart-Pumphrey o el sindrome de Vohwinkel [29, 67, 68]. En el caso de nuestros
pacientes, el genotipo detectado justificaba el fenotipo audioldgico DFNB1, no existiendo dudas
pre ni post test sobre asociacién sindrémica de las variantes. Aunque de entrada la identificacidn
de este gen en una hipoacusia tardia pueda resultar una sorpresa gendmica, cada vez hay mas
evidencia de que ciertas variantes en este gen pueden asociarse a HNS leve-moderada con

penetrancia incompleta, como es el caso de la variante P (c.109G>A) detectada en homocigosis
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en uno de los pacientes del estudio. Esto plantea un cambio de mentalidad, ya que no seria

apropiado excluir este gen en el diagndstico de hipoacusia genética del adulto.

COCH se presenté como PP en un paciente en heterocigosis simple. Se sabe que COCH es
responsable de HNS no sindrémica (DFNA9) con patron AD y de manifestacién tardia y
eventualmente asocia sintomas vestibulares. De forma menos frecuente COCH también puede
ser responsable de hipoacusia con patrén AR. Tras obtener el diagndstico genético de COCH en
nuestro paciente y a pesar de que éste se encontraba asintomatico desde el punto de vista del
sistema vestibular, se propuso verificar si existia algun grado de disfuncidn vestibular asociada.
Asi es que, tras realizar una videonistagmografia y pruebas caldricas se concluyd que el paciente
presentaba ademas de la HNS una arreflexia vestibular bilateral, que bien podia estar justificada

por la variante diagnosticada.

STRC se encontré en un paciente en heterocigosis compuesta. Este gen se asocia a HNS no
sindromica (DFNB16) con modo de herencia AR. Al igual que sucede con GJB2, es tipico de la
hipoacusia prelocutiva infantil, generando frecuentemente grados severos de sordera de inicio
muy precoz, por lo que su hallazgo como causa de una hipoacusia tardia en el adulto merece ser
tenido en cuenta, ya que este pseudogen podria quedar excluido si realizamos test genéticos
como el WES (que no detecta areas no codificantes) o si no lo incluimos dentro del catalogo de

genes de un panel.

Como ya habiamos explicado en la introduccion de este proyecto, existen variantes
genéticas de hipoacusia asociadas a fenotipos sindrémicos. En nuestra muestra el 20% de los
diagndsticos genéticos (3/15) esta asociado a un sindrome. Los diagndsticos fueron por un lado
dos sindromes de Stickler (COL2A1)y un sindrome PHARC (ABHD12). En 2 de los casos no existia
sospecha sindrémica previa al test, es decir, eran sindromes ocultos que a raiz del resultado del

estudio fueron confirmados como tal.

Las variantes P/PP en COL2A1 estan relacionadas con HNS con patrén AD en el contexto
del sindrome de Stickler tipo I. En uno de los sujetos con sindrome de Stickler, los resultados
genéticos mostraron la presencia de dos variantes P/PP concurrentes (COCH y COL2A1). Los
individuos con variantes P/PP en COL2A1 casi siempre presentan problemas oculares como
miopia elevada, degeneracidn vitreorretiniana, desprendimiento de retina o cataratas. Otras
variantes en el gen COL2A1 pueden conllevar el desarrollo de diversos grados de colagenopatias,

incluyendo desde displasias dseas con afectacidn auditiva hasta anomalias orofaciales severas.
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Una de las pacientes de nuestro estudio afectada por esta variante no presentaba a priori
antecedentes personales relacionados con el sindrome, sin embargo, tras una reevaluacién
dirigida se le detectaron cataratas oculares bilaterales incipientes y artrosis precoz, que, en

adicién a la HNS permitieron esclarecer el fenotipo sindrémico de Stickler tipo | (#MIM 108300).

En contraste con lo anterior, la segunda paciente a la que se le diagnostico el sindrome de
Stickler tipo | ya reunia un largo historial médico de afecciones articulares y oftalmicas que
fueron recogidas en la evaluacion previa al test y que hicieron sopesar la posibilidad de un
fenotipo sindrémico de la HNS. Era portadora de prétesis de cadera bilaterales a la edad de 46
afios debido a una artrosis temprana y habia sufrido un desprendimiento de retina bilateral a los
40 afios. Tras 15 afios de peregrinaje médico fue diagnosticada del sindrome al identificar la

variante PP en COL2A1 en el estudio genético [69].

El tercero de los diagndsticos sindromicos se relaciond con el gen ABDH12, presentdndose
ademas como un sindrome oculto. Las variantes P/PP en ABDH12 estan relacionadas con la HNS
de herencia AR dentro del sindrome PHARC (#MIM 613599) que implica polineuropatia,
hipoacusia, ataxia, retinosis pigmentaria y cataratas. Este sindrome se diagnosticé en una mujer
de 56 afios que previo al estudio genético padecia de retinosis pigmentaria (agudeza visual de
0,2). Su estudio genético revelé una variante PP en homocigosis en ABHD12, tras lo cual fue
remitida al Servicio de Neurologia donde la evaluacidn dirigida identificéd una ataxia cerebelosa

leve y una polineuropatia congruentes con el fenotipo sindréomico.

ACTG1 fue otro de los genes detectados en la cohorte. Las variantes P/PP en este gen estan
asociadas a HNS no sindromica (DFNA 20/26) y también al sindrome de Baraitser-Winter tipo Il
(caracterizado por malformaciones craneofaciales y anomalias cardiacas y renales) ambos con
modo de herencia AD. El paciente portador de esta variante no presentaba en el momento del

diagndstico criterios para establecer una asociaciéon sindromica.

El patron de herencia AD en la hipoacusia del adulto no resulté ninguna sorpresa, ya que
generalmente este patron de herencia se caracteriza por debuts tardio y leve, siendo los
recesivos mas precoces y severos. Asi la mayoria de los diagndsticos genéticos de nuestra
muestra cumplieron esta premisa, siendo el 73% (11/15) AD vy el 27% (4/15) AR, que
correspondian a variantes homocigoticas o heterocigdticas compuestas en ABHD12, GJB2 y
STRC. En los pacientes con patrdn AD se encontraron antecedentes familiares de hipoacusia en

el 80% (9/11) de los pacientes, algo esperable ya que la transmisién genética en estos casos es
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del 50%. Sin embargo, en el 20% restante (2/11) con genes en heterocigosis no tenian
antecedentes familiares de hipoacusia. Esto plantea la posibilidad de que su sordera haya sido
causada por variantes de novo, es decir, mutaciones espontdneas en su genoma que no han
tenido transmision desde sus progenitores. Desgraciadamente esta cuestion no pudo
esclarecerse debido a que no existian familiares cercanos vivos sobre los que estudiar la
segregacion de la variante. Por ultimo, ninguno de los pacientes con un patrén AR tenia
antecedentes familiares de HNS, algo que de igual manera resulta congruente ya que estas
variantes en heterocigosis no conllevan el desarrollo de enfermedad en los progenitores, que se

comportan exclusivamente como portadores.
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Tabla 2. Datos clinicos de los pacientes con variantes patogénica

Caso

10

11

12

Edad
debut

58

30

19

37

41

37

56

22

26

23

23

42

AF

hipoacusia

Padre

No

Madre

Abuela
paterna

No

Abuela
materna

No

Hermano

No

Hermana

Abuela
paterna

Abuela
paterna

AP

AR
Enfermedad
cardiaca

No

No

No

No

Osteoartritis
precoz
DR

No

Pie zambo

Cataratasy
retinosis
pigmentaria

No

Catarata
precoz
bilateral

Hipoacusia

HNS bilateral
moderada

HNS bilateral
moderada

HNS bilateral severa

HNS bilateral
moderada

HNS bilateral
moderada

HNS bilateral leve

HNS bilateral
moderada

HNS bilateral leve

HNS bilateral
moderada

HNS bilateral
profunda

HNS bilateral leve

HNS bilateral
moderada

Manejo

PA

PA

PA

PA

PA

Control

PA

Control

Rechaza

PA

IC

Control

Rechaza
PA

Gen

TECTA

ACTG1

KCNQ4

TECTA

GJB2
Hetero
cigosis

compuesta

TECTA

COL2A1

KCNQ4

GJB2

ABHD12

TECTA

COCH

COL2A1

Variante
ADN

Heterocigosis
c.3107G>A

Heterocigosis
c.94C>A

Heterocigosis
¢.777_778del
insCC
Heterocigosis
c.3107G>A

c.35delG

c.617A>G

Heterocigosis
c.3107G>A

Heterocigosis
c.816+1G>A

Heterocigosis
c.777_778del
insCC
Homocigosis
c.109G>A

Homocigosis
c.846_852dup

Heterocigosis
c.3107G>A

Heterocigosis
€.236C>G

Heterocigosis
c.1833+1G>A

Coordinadas
gendmicas
(GRCh38)

11:121137586

17:81512261

1:40819415

11:121137586

13:20189547

13:20188965

11:121137586

12: 47992877

1:40819415

13:20189473

20:25307980

11:121137586

14:30878834

12:47984994

MAF gnomAD
(Poblacién)

0.00006547
(America Latina)

Ausente

Ausente

0.00006547
(América Latina)

0.0009159
(América Latina)

0.00006547
(América Latina)

Ausente

Ausente

0.07049
(Este Asia)

Ausente

0.00006547
(América Latina)

Ausente

Ausente

Reglas
ACMG

PP1_Strong,
PP3_Strong, BP5

PP3_Strong, PM5,
PM2_Supporting

PMS5, PP3_Moderate,

PS4_Supporting,

PM2_Supporting, PP1

PP1_Strong,
PP3_Strong, BP5
PVS1,

0.009802 (Europea) PM3_VeryStrong, PS4,

PP1_Strong
PM3_VeryStrong,

PS3_Moderate, PM5,

PP3_Moderate,
PM2_Supporting
PP1_Strong,
PP3_Strong, BP5

PVS1, PM2_Supporting

PMS5, PP3_Moderate,

PS4_Supporting,

PM2_Supporting, PP1
PM3_Very Strong, PS3,

PP1_Strong, PP3

PVS1,

PM2_Supporting, PP1

PP1_Strong,
PP3_Strong, BP5

PMS5, PP3_Moderate,

PS4_Supporting,
PM2_Supporting
PVS1,

PM2_Supporting, PP1

ACMG Fenotipo
audiolégico
P DFNA8/12
DFNA20/2
PP 6
PP DFNA2A
P DFNA8/12
P
DFNB1A
P
P DFNA8/12
Sindrome
PP Stickler tipo
|
PP DFNA2A
P DFNB1A
Sindrome
PP PHARC
P DFNA8/12
PP Sindrome
Stickler tipo

Reportada
previamente

Si
[70, 71]

No

No
Si
[70, 71]

Si
[72-74]

Si
[75-77]

Si
[70, 71]

Si
(78]

No

Si
[70, 79, 80]
Si
[81]

Si
[70, 71]

No

Si
[82-84]

V: vardn; M: mujer; AF: antecedentes familiares; AP: antecedentes personales; AR: artritis reumatoide; DR: desprendimiento retina; HNS: hipoacusia neurosensorial; PA: prétesis auditiva;

IC: implante coclear; MAF: frecuencia alélica mdxima
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Caso e Género AF
debut hipoacusia AP
13 68 v No Arre'flexm
vestibular
14 39 v Abuela No
materna
Varios de 12
15 50 M N
y 22 grado °

Hipoacusia

HNS bilateral
profunda

HNS bilateral
moderada

HNS bilateral
moderada

Manejo

PA+IC

PA

PA

Gen

COCH

STRC
Hetero
cigosis

compuesta

KCNQ4

Variante
ADN

Heterocigosis
€.263G>C

c.4917_4918
delinsCT

Deleccién
completa gen

Heterocigosis

Coordinadas
gendmicas
(GRCh38)

14:30878834

15:43600609

NC_000015.10:
g(?_43599563)_
(43618800?)del

1:40818598

MAF gnomAD
(Poblacién)

Ausente

0.003622
(Sur Asia)

Ausente

Ausente

Reglas
ACMG

PMS5, PP3_Moderate,

PS4_Supporting,
PM2_Supporting
PM3_VeryStrong,
PM2_Supporting
PVS1,
PM3_VeryStrong,
PP1_Supporting
PP3_Strong,
PS4_Supporting,

PM2_Supporting, PP1

ACMG

PP

PP

PP

Fenotipo Reportada
audioldégico previamente

DFNA9 No
Si
[85-87]
DFNB16
Yes
[85, 88]
DFNA2A No

V: vardn; M: mujer; AF: antecedentes familiares; AP: antecedentes personales; AR: artritis reumatoide; DR: desprendimiento retina; HNS: hipoacusia neurosensorial; PA: prétesis auditiva;

IC: implante coclear; MAF: frecuencia alélica mdxima
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Variantes de significado incierto (VUS)

En el 11% (7/65) de los pacientes sometidos al estudio genético mediante panel de genes
se detectaron VUS heterocigotas Unicas en los siguientes genes: GSDME (2), COL11A1 (1),
DNMT1 (1), SOX10 (1), EYA4 (1) y TECTA (1).

De estos pacientes el 72% (5/7) presentaban AF de hipoacusia y el 28% (2/7) no. Respecto
al grado de HNS el 28% (2/7) presentaban grado leve, 44% (3/7) moderada y 28% (2/7) severa.

Las caracteristicas clinicas, audioldgicas y genéticas de estos pacientes vienen recogidas en la .

Los genotipos de HNS con patrones AD se asocian generalmente con variantes P/PP en la
mayoria de los genes. No obstante, existen otros genes para los que la evidencia cientifica no
tiene datos suficientes que establezcan su relevancia clinica en el desarrollo de la hipoacusia,

por ello no retnen los criterios especificos para ser consideradas variantes P/PP.

En ocasiones es posible esclarecer la patogenicidad de las variantes valorando su
segregacion en otros miembros de la familia o definiendo si son variantes de novo (ausentes en
los progenitores). Respecto a ambos supuestos sucede que, es preciso contar con al menos 4
familiares para el estudio de segregacion y de ambos progenitores vivos para el estudio de
variante de novo; tratdndose de pacientes adultos esto puede resultar arduo y en ocasiones
imposible debido a la ausencia de progenitores vivos o insuficiente numero de familiares

cercanos.

Por ello es vital establecer un estrecho seguimiento sobre futuras actualizaciones en las
bases de datos acerca de estas VUS, de tal forma que en un tiempo puedan cambiar de categoria
hacia patogenicidad o benignidad. Este punto es fundamental para no perder el veredicto
diagnéstico final, incrementando el rendimiento diagndstico del panel de genes y por supuesto

otorgando informacidén relevante para estos pacientes y su descendencia [64, 89].

Pasando a mencionar especificamente cada VUS, vamos a comenzar con el gen GSDME,
que ha sido detectado en dos pacientes del estudio. Las variantes P/PP identificadas en este gen
se asocian a HNS no sindromica (DFNA5) con modo de herencia AD; pero solo aquellas que
provocan la ausencia del exdén 8 en el trasncrito maduro son consideradas hasta la fecha
variantes P/PP por ClinVar y OMIM. Las variantes truncantes identificadas en el gen que no

conllevan la pérdida del exdn 8, como las identificadas en nuestros pacientes, no cosegregan con
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el fenotipo de hipoacusia en las familias en las que se encontraron y/o pueden estar presentes

en individuos normoyentes.

DTNM1 fue identificado en un paciente de la muestra en heterocigosis, pero la variante
estd ausente en bases de datos poblacionales. Sin embargo, si esta variante fuese de novo
(ausente en los progenitores) y el fenotipo del paciente fue compatible con los sindromes
asociados a este gen (ataxia-sordera-narcolepsia o neuropatia hereditaria sensorial IE), pasaria

a considerarse PP segun a los criterios ACMG/AMP;

COL11A1 fue otra de las VUS encontrada en un paciente. Las variantes patogénicas
identificadas en este gen se han relacionado con el sindrome de Stickler tipo Il y el sindrome de
Marshall, con modo de herencia AD. Si el fenotipo del probando fuese compatible con alguno

de estos sindromes, y la variante fuese de novo, su clasificacion clinica pasaria a PP.

Con las VUS identificadas en SOX10, EYA4 sucede el mismo patrdn; solo en el caso de que
se tratara de variantes de novo, ascenderian a la categoria de patogenicidad pudiendo justificar
el fenotipo audiolégico de los pacientes. En el caso de TECTA, también habria servido ademas la

cosegregacion de la enfermedad por la misma variante en 4 miembros mas de la familia.

Como ya apuntdabamos anteriormente en el desarrollo de esta tesis, el estudio de
poblacién adulta entrafa una serie de limitaciones respecto a la resolucién de veredictos
genéticos inconclusos, en los que seria preciso contar con el estudio de los progenitores para
determinar la presencia/ausencia de la variante o un minimo de miembros familiares directos

sobre los que poder estudiar la cosegregacion de la misma.
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Tabla 3: Datos clinicos de los pacientes con variantes de significado incierto

Grado Coordenadas
E . . . . Varian .. MAF gnomAD Fenoti R
Caso dad Género AF AP Hipoacusi | Manejo Gen ariante genomicas L ACMG e ot’lp'o ep.ortado
debut ADN (Poblacion) audiolégico previamente
a (GRCh38)
HNS Heterocigosis
1 23 \ 2 No bilateral PA GSDME 7:24702789 Ausente PM2_Supporting DFNAS No
c.1227delA
moderada
Inestabilidad HNS Heterocigosis
2 54 M 4 idiopatica bilateral Control | GSDME 7:24744604 Ausente PM2_Supporting DFNAS No
L c.361dupC
crénica moderada
Sindrome
HNS Heterocigosis PM2_Supporting,
3 52 Vv 1 No bilateral Control | DNMT1 19:10166604 Ausente Waardenburg 2E y 4C No
c.885C>A BP4
leve Sindrome PCWH
Ataxia cerebelosa +
HNS Heterocigosis 0.0001309 sordera narcolepsia +
4 29 \ 0 No bilateral PA SOX10 22:37974114 (Latino PM2_Supporting No
c.782G>A . NP sensorial
moderada América)
hereditaria
DFNA10
HNS Heterocigosis HNS sindrémica con
5 49 M 0 VPPB bilateral Control EYA4 6:133481591 Ausente PM2_Supporting No
¢.1099G>A miocardiopatia
leve
dilatada
HNS Heterocigosis PM2_Supporting, DFNA8
6 17 M 4 No bilateral PA TECTA 11:121165389 Ausente No
c.5383+6T>A PP3 DFNA12 DFNA21
moderada
HNS Heterozigosis PP3_Strong, Sindrome Stickler
7 19 \ Hija No bilateral PA COL11A1 1:102888910 Ausente No
c.4474G>T PM2_Supporting tipo Il
severa

V: vardn; M: mujer; AF: antecedentes familiares; AP: antecedentes personales; VPPB: vértigo posicional paroxistico benigno; HNS: hipoacusia neurosensorial; PA: protesis auditiva;
IC: implante coclear; MAF: frecuencia alélica mdxima; NP: neuropatia
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La pérdida auditiva es uno de los trastornos neurosensoriales hereditarios conocidos mas
heterogéneos genéticamente. El elevado nimero de genes involucrados en esta patologia, asi
como su heterogeneidad genética, suponen un desafio para la identificacion de alteraciones
gendmicas que concluyan en su diagndstico molecular [52]. En los ultimos afios, los estudios
genéticos convencionales, consistentes habitualmente en el analisis de un Unico gen, estdn
siendo reemplazados por la evaluacién simultanea de cientos de genes implicados en Ia
fisiopatologia de las enfermedades. Mediante esta aproximacion, basada en NGS, la obtencién
de informacion molecular es mas rapida y costo-efectiva que el analisis por separado de cada
uno de los genes diana, permitiendo obtener rendimientos diagndsticos muy superiores a los

alcanzables mediante las metodologias convencionales.

En consecuencia, el conocimiento sobre la etiologia de la hipoacusia con base genética ha
sido testigo en los ultimos afos de un crecimiento exponencial y debido a ello tanto Ia

Ill

actualizacion de las recomendaciones de la CODEPEH para el “Screening de hipoacusia en el
recién nacido” como la ultima actualizacién de la “Guia especifica para la Evaluacién Clinica y el
Diagndstico Etiolégico de la Hipoacusia” emitida por la ACMG, incluyen en el algoritmo

diagnostico la realizacidn de estudios genéticos mediante técnicas de NGS [1, 90].

La hipoacusia genética del adulto es un campo poco explorado hasta la fecha, por lo que
el conocimiento sobre la prevalencia de los genes implicados en su desarrollo es limitado.
Ademds, a diferencia de la hipoacusia infantil donde existen protocolos diagndsticos especificos,
la hipoacusia del adulto carece de un abordaje diagndstico sistematico. La realidad actual es que,
en la pérdida auditiva del adulto tras el descarte de los principales factores causales, no se
realizan estudios dirigidos a la determinacidn de variantes patogénicas subyacentes y por ello
muchos de los diagndsticos quedan inconclusos designandose como idiopaticos cuando

probablemente no lo sean.

Dado que la medicina del siglo XXI aboga por una “medicina de precisiéon”, basada en la
integracion de los aspectos genéticos y ambientales de las enfermedades para individualizar su
prevencion, el prondstico y tratamiento, es fundamental lograr el diagndstico etioldgico de una
hipoacusia, y para ello es necesario incluir los estudios genéticos como prueba complementaria
en la practica clinica. Sabemos con amplia experiencia, derivada del estudio genético de Ila
hipoacusia infantil desde hace décadas, que la identificacion de variantes genéticas subyacentes
tiene consecuencias clinicas relevantes para el manejo de una gran proporcion de los pacientes.

Estda ampliamente reconocido como esos diagndsticos sirven para establecer el prondstico de la
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hipoacusia en cuanto a severidad y progresidn, permiten guiar las opciones terapéuticas mas
adecuadas en funcién de si la variante ocasiona o no alteraciones en la conduccidn nerviosa y
determinar potenciales asociaciones con otras alteraciones sistémicas en el contexto de
sindromes [3, 4]. Sin embargo, la poblacidn infantil y adulta son dos colectivos completamente
distintos en lo que a hipoacusia genética se refiere. Como hemos visto en nuestros resultados,
el patron de herencia en la hipoacusia del adulto es predominantemente AD, frente a la
hipoacusia infantil donde predominan patrones AR. Esto era algo facil de predecir, ya que, por
norma general las enfermedades monogénicas dominantes se manifiestan de forma mas tardia
y leve, mientras que las recesivas suelen presentarse de manera mas precoz y severa. No
obstante, el porcentaje de descendencia afecta para el patrén AD es del 50% y frente al 25% del
patron AR, por lo que aquellos diagndsticos de hipoacusia de aparicién tardia repercuten en
mayor medida en la descendencia, asociando mayor numero de familiares afectos que en el caso

de la hipoacusia de desarrollo en la infancia.

La proporcién de HNS sindrémica en nuestra cohorte fue del 20% (3/15), un porcentaje
ligeramente inferior al de la hipoacusia genética infantil, que se sitia entre el 30% y el 60% segun
las series [1-3]. Como ya hemos detallado, la sordera es una manifestacidon presente hasta en
400 sindromes diferentes, algunos de ellos muy poco frecuentes y en los que la gravedad de la
hipoacusia varia. La extrema heterogeneidad genética y la expresividad variable de estos
fenotipos sindrémicos representan grandes desafios para su evaluacion clinica, lo cual dificulta
la identificacién de un sindrome sin un estudio genético que lo soporte. Ademas, la aparicidon
tardia de la sintomatologia asociada al sindrome suele estar relacionada con patrones AD, mas
frecuentes en adultos, mientras que en nifos el desarrollo de sintomas sindrémicos suele ser
mas precoz y severo. Por ello es fundamental incluir en los estudios genéticos de la poblaciéon
adulta genes sindrémicos que permitan revelar "sindromes ocultos", es decir, sindromes que no
habian sido diagnosticados clinicamente antes de la realizacion del estudio genético. En nuestra
muestra fueron 3 los diagndsticos sindrémicos, 2 de ellos detectados tras la realizacién del test
genético (sindrome de Stickler y sindrome PHARC); en el tercero habia una sospecha de potencial
asociacién sindrémica previa a la prueba por la alta documentacién de antecedentes personales
gue reunia la paciente, sin embargo, el diagndstico solo se concluyd tras el resultado genético,

tratandose de un Stickler tipo I.

Esto pone de manifiesto como la penetrancia incompleta puede distorsionar o anular la

sospecha diagndstica pretest. Desde el punto de vista clinico es posible presumir algunas
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relaciones genotipo-fenotipo sobre todo en el caso de hipoacusias sindrémicas; poniendo de
ejemplo el gen COL2A1 asociado al sindrome de Stickler, este se presenta habitualmente con
malformaciones craneofaciales, articulares y oftalmolégicas. No obstante, algunos pacientes
portadores de variantes P/PP en este gen, como han sido nuestros dos pacientes del estudio,
pueden presentar fenotipos incompletos del sindrome, por ejemplo, ausencia de alteraciones
en el esqueleto dseo facial o un desarrollo tardio de las alteraciones articulares y oftalmicas. Este
hecho nos lleva al concepto de la expansidn fenotipica, ya que a raiz de la aplicacién de la NGS
en los estudios genéticos, se ha descubierto que, sindromes especificos causados por una
variante en un gen conocido y con sus caracteristicas fenotipicas bien definidas, podian
manifestarse con la presencia de nuevos signos o sintomas no identificados hasta entonces, e
incluso diagnosticarse en ausencia de algunas que se consideraban estrictamente necesarias. Asi
es como la aplicacion de paneles agndsticos contribuye a la ampliacion del espectro fenotipico

de muchas enfermedades genéticas [91-93].

Otro punto a resaltar es que el diagndstico de hipoacusia genética en el adulto entrana
mayor dificultad, ya que se ven involucrados factores ambientales confusores y enfermedades
otoneuroldgicas que pueden despistar nuestra sospecha genética, aunque hemos de ser
conscientes de que la presencia de un posible factor ambiental no excluye una potencial causa
genética subyacente [2, 4]. En consonancia, la ausencia de protocolizacion sobre la solicitud de
estudios genéticos en el adulto determina que, sélo a un porcentaje muy reducido de pacientes
se les realicen pruebas genéticas, por lo que con muestras poblacionales tan pequenas se limita
enormemente el conocimiento de la prevalencia de la hipoacusia hereditaria en este grupo, asi
como de las principales variantes implicadas. Adicionalmente, la ausencia de progenitores o
familiares cercanos y la incapacidad de reclasificacion de las VUS por este motivo (imposibilidad
de confirmar o descartar si los progenitores eran portadores de las variantes), dificulta la
conclusion de los resultados genéticos en una proporcién no desdefiable (11% en nuestra serie).
Estos factores condicionan la diferencia del rendimiento diagndstico de los estudios genéticos

del adulto con respecto a los pediatricos.

Como ya hemos apuntado, la interpretacidn clinica de los hallazgos genémicos es un
componente critico para un diagndstico genético preciso y las discrepancias en la interpretacion
y clasificacion de variantes pueden tener serias implicaciones para la atencidn al paciente. Los

resultados obtenidos en la cohorte de hipoacusia hereditaria, incluida en la presente Tesis
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Doctoral, fueron interpretados manualmente en base a las directrices ACMG/AMP publicadas
en 2015, que son instrucciones generales aplicables a cualquier patologia hereditaria
mendeliana y a las “Especificaciones de las directrices ACMG/AMP para la interpretacion de
variantes genéticas asociadas a hipoacusia”, elaboradas por el Panel de Expertos en Hipoacusia

Hereditaria de ClinGen en 2018.

En base a esto, en nuestro estudio se han identificado variantes genéticas consideradas
responsables de hipoacusia en 8 genes diferentes que explicaban el fenotipo de 15 pacientes.
Estos resultados han contribuido a definir el espectro de alteraciones genéticas responsables de
la hipoacusia en la poblacidon espafiola en un area concreta del territorio nacional, resaltando la
heterogeneidad genética caracteristica de la pérdida auditiva neurosensorial del paciente
adulto, pero es importante tener en cuenta que cada regidon puede presentar prevalencias
genéticas diferentes. Este punto merece una breve mencion, apoydndonos en datos recogidos
paralelamente en otra base genética de hipoacusia de una Comunidad Auténoma (Asturias)
adyacente a la de nuestro estudio (Cantabria), que también emplea el mismo panel de genes
gue en el presente estudio para la hipoacusia de debut en adultos, pero cuyos resultados aun
no han sido publicados. En su cohorte es posible evidenciar como por ejemplo la presencia del
gen TECTA o KCNQ4 (los dos genes mas prevalentes en nuestra serie) no es notoria, y sin
embargo, genes como MT-TL1 o MYO7A, que no han sido identificados en nuestra muestra,

tienen un peso relevante en esta cohorte de drea geografica muy cercana.

Existen pocas publicaciones en la literatura para poder comparar nuestros resultados con
respecto a la epidemiologia genética en la hipoacusia del adulto en otros paises o regiones. Un
reciente estudio realizado en 2022 por Uehara et al. [94] analizd a 48 pacientes japoneses con
HNS bilateral de aparicion tardia e identifico las posibles causas genéticas de hipoacusia en 29
casos (60,4%), siendo las mutaciones mitocondriales las variantes mas frecuentes (7 de 48). Las
diferencias en cuanto a la mayor tasa de diagndstico y las variantes genéticas prevalentes entre
nuestras cohortes podrian explicarse porque la mayor parte de los casos del estudio de Uehara
contaban con multiples familiares afectados incluidos, y sobre todo con antecedentes familiares

maternos que son clave en la sospecha de trastornos genéticos mitocondriales.

Como se pone de manifiesto con lo expuesto en el parrafo anterior, una evaluacion clinica
detallada previa, optimizando la seleccidén de los pacientes candidatos al estudio, es clave para

aumentar el rendimiento diagndstico del test genético. En la entrevista clinica se deben registrar

66



— DISCUSION —

los antecedentes familiares y los personales del paciente haciendo hincapié en las afecciones
oftalmoldgicas, articulares o renales y también los sintomas otolégicos o neurotoldgicos
asociados a la hipoacusia. Aunque no es la norma, genes como COCH pueden estar asociados a
la conjuncion de hipoacusia y sindrome vestibular periférico [95], lo cual puede actuar como
factor confusor sobre la decisién de llevar a cabo un estudio genético en aquellos pacientes
donde la presencia de HNS y vértigo nos inclinaria hacia el diagndstico de otras patologias de
oido interno no genéticas. No obstante, una anamnesis exhaustiva o la realizacion de pruebas
complementarias (RM con gadolinio, perfil de autoinmunidad) pueden ayudar en la exclusion de
factores ambientales, presbiacusia y otras causas de hipoacusia secundaria como el hidrops
endolinfatico o la enfermedad inmunomediada de oido interno, para asi ofrecer las pruebas
genéticas a los casos "idiopaticos", que suponen el escenario mas rentable. Trabajos como el
presente, son necesarios para aumentar nuestro conocimiento de esta patologia y asi contribuir
a definir la poblacién candidata a un estudio genético, optimizando el uso de los recursos
disponibles. En nuestra cohorte, el subgrupo de pacientes entre 30 a 60 afos con HNS
moderada-grave, principalmente en frecuencias bajas-medias y especialmente con
antecedentes familiares positivos de hipoacusia, obtuvo el diagndstico genético mas rentable,

aumentado el rendimiento diagndstico del 23% al 33% en este subgrupo.

La busqueda de patrones que permitan definir que pacientes adultos con hipoacusia se
benefician de los estudios genéticos, permitira su implementacion de forma sistematica en la
practica clinica en todos los centros del territorio nacional , pero nuevamente, para establecer
dichos patrones y guias de manejo clinico especificas, precisamos de mayor conocimiento
respecto a la epidemiologia genética de nuestra poblacidn, siendo necesario para ello que se
estudien mayor niumero de pacientes adultos con hipoacusia tardia y que se agrupen datos de

varios centros y de otros paises.

Un dato interesante a destacar respecto al diagndstico genético de la hipoacusia de inicio
tardio es el género. En nuestra muestra hay un claro predominio de diagndstico genético en
mujeres respecto a varones (69% versus 31%), que establece una ratio mujer-varén de 3:1. Con
un tamafio muestral limitado y sin estudios poblacionales de esta indole con los que realizar
comparativa, es dificil establecer si se trata de un sesgo muestral derivado de una mayor
demanda diagndstica del sintoma en mujeres o es una caracteristica que esta definiendo una
enfermedad diferencial en cuanto al género. Asi es que la realizacién de futuros estudios

genéticos en poblacidn adulta permitirda aumentar el conocimiento sobre la prevalencia genética
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de este grupo y comparar las diferencias relacionadas no sélo con el género sino también con el
origen étnico y la geografia segun los resultados genéticos obtenidos en las distintas cohortes y
también determinar qué factores pueden conducir a mayores tasas de diagndstico segun los

grupos.

Respecto al rendimiento diagndstico, cabe mencionar que en nuestro estudio la tasa ha
sido del 23%, es decir, en casi 1 de cada 4 pacientes se ha obtenido un resultado concluyente.
Presumiblemente el rendimiento sea mayor al actual, ya que no hay que perder de vista la
presencia de las VUS, que en nuestra cohorte representan el 11% de los hallazgos. Las VUS son
actualmente un factor limitante en la estimacién real del rendimiento diagndstico, pero es
evidente que pueden incrementar de forma notable el rendimiento en el futuro préximo, puesto
gue, aunque algunas VUS puedan acabar siendo consideradas benignas, otras reuniran criterios
de patogenicidad. Por ello es necesario mantener una revisién anual de los datos publicados
sobre las VUS, lo que ayudara a reducir la incertidumbre sobre sus consecuencias clinicas y a

enriquecer el conocimiento sobre la hipoacusia genética del adulto.

Sin ninguna duda las VUS plantean el principal problema dentro de la interpretacion de
resultados genéticos; tal es asi que los criterios reconocidos por la clasificacion ACMG/AMP se
han modificado a lo largo de los afios y paralelamente también se han ido desarrollando otras
clasificaciones con nuevas directrices para entender y armonizar este grupo indeterminado de
variantes. Una de estas nuevas clasificaciones es el sistema ABC, recientemente publicado por
Houge y colaboradores del departamento de Medicina Genética de la Universidad de Haukeland
(Noruega) que clasificar las variantes en dos pasos: primero en funciéon de las consecuencias
conocidas o probables de la funcidn del gen o la proteina (paso A - clasificacién funcional) vy,
posteriormente, en funcion de las consecuencias/correlaciones clinicas conocidas o sospechadas
(paso B - clasificacidn clinica) y, opcionalmente, se aporta un comentario estdndar que se ajuste

a la cuestion clinica (paso C — situacién clinica) [89].

Los casos en los que no se ha identificado ninguna variante responsable de la hipoacusia
siguen a dia de hoy sin diagndstico etioldgico. Esto podria deberse a una causa ambiental no
identificada o a las limitaciones propias de la NGS aplicada a los paneles (grandes
deleciones/duplicaciones, reordenamientos, variantes en regiones gendmicas no implicadas
hasta la fecha en HNS, etc.). La clave para esclarecer muchos de los escenarios clinicos que hoy

qguedan sin resolver radica en el andlisis de mayor un numero de pacientes, lo que permitiria
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profundizar en el conocimiento de la hipoacusia hereditaria del adulto y reunir mayor volumen
de datos sobre las variantes encontradas y su significacidn clinica para el enriquecimiento de las
bases de datos poblacionales, paralelamente al continuo desarrollo y mejora de las herramientas

de secuenciacion genética.

Después de lo tratado, vamos a entrar discutir de forma mas concreta algunos de nuestros
resultados. De los tres genes mds prevalentes en nuestra cohorte (TECTA, GJB2 y KNCQ4), los
dos primeros se relacionan principalmente en la literatura con la HNS de inicio precoz y, por lo
tanto, son a priori inesperados como causantes de hipoacusia en la edad adulta. Por el contrario,
otros genes detectados en el estudio, como STRC, COCH o ACTG1, estan relacionados con
hipoacusia postlocutiva, por lo que la pérdida auditiva de inicio tardio no resulta una sorpresa

genomica en estos casos.

Respecto al gen mds frecuente, TECTA, cabe mencionar que codifica la proteina tectorina
o que es el principal componente no colagenoso de la membrana tectoria (matriz extracelular
que cubre la superficie apical del epitelio sensorial de la cdclea) y juega un papel importante en
la transmisién de la energia mecanica del sonido a los paquetes de estereocilios de las células
ciliadas, donde el sonido se traduce en potenciales neuronales. Las variantes P/PP en TECTA se
asocian mayoritariamente con el fenotipo DFNB21, de herencia AR y cardcter prelocutivo, con
HNS de intensidad variable moderada- profunda, en algunos casos con afectacidon predominante
de las frecuencias en torno a 1000-2000 Hz (audiometrias en forma de “U”). Pero también hay
variantes en este gen asociadas a las formas DFNA8 y DFNA12, de herencia AD, que han sido las
encontradas en nuestra cohorte. De las formas AD se han descrito tres fenotipos diferentes: a)
hipoacusia prelocutiva estable, de intensidad moderada-severa, que afecta a las frecuencias
medias; b) hipoacusia postlocutiva progresiva afectando a las frecuencias agudas; c) hipoacusia
postlocutiva progresiva en las frecuencias medias. Se cree que esta diversidad fenotipica varia
segun el aminodacido afectado y el dominio de la tectorina a que se vea afectado, por ello es un
gen con un rango de expresividad muy variable, que juega un papel importante en la hipoacusia
infantil, pero cuya aparicién como variante P/PP en la hipoacusia del adulto resulta concordante

a su intrinseca variabilidad en cuanto a expresividad se refiere [70, 96].

Como ya es bien conocido en la genética de la hipoacusia, la pérdida de un coddn de
guanina en posicion 36 (c35delG) en GJB2 resulta ser la causa mas frecuente de HNS no

sindromica AR en la poblacién infantil asociada al fenotipo DFNB1, de aparicidn prelingual con
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HNS severo-profundas. Este gen considerado causante por excelencia de la hipoacusia infantil
también puede manifestarse con un debut mas tardio. Es bien sabido que, cuando se trata de
variantes que alteran la transcripcidon de este gen, cuanto mas alejada del inicio del gen se
presenta la variante, mayor proporcion de proteina funcional se sintetiza y por ello mas leves y
tardios son los sintomas. Los dos sujetos portadores de variantes P/PP en este gen estaban
asociados al fenotipo DFNB1A, uno de ellos en heterocigosis compuesta y el otro en
homocigosis. En el primer sujeto la heterocigosidad de la variante se presupone el principal
factor para el debut tardio; en el caso del segundo se puede justificar por lo previamente
comentado: p.Val371le supone una alteracién en la posicion 371 del gen GJB2, frente a la mas
conocida alteracion c35delG en la posicion 35, siendo por ello el debut mas tardio cuanto mas
atrasada se presenta la alteracién en el gen [97]. En la literatura se ha descrito la existencia de
otras alteraciones menos frecuentes en el gen GBJ2, asociado al fenotipo DFBN3 de herencia AD
y debut postlingual con HNS leve-moderada, y que en ocasiones cursa con alteraciones cutaneas
tipo ictiosis, dado que la conexina 26 se expresa no solo en las células de la coclea sino también
en los queratinocitos de la epidermis [97, 98]. A priori este fenotipo seria el mas esperado en un
adulto por su patrén de herencia, sin embargo, no fue diagndstico en ninguno de nuestros

sujetos.

Respecto a KCNQ4, el segundo gen en frecuencia identificado en la muestra; esta
asociado a hipoacusia no sindrémica progresiva AD, y se caracteriza por una pérdida auditiva
gue comienza en frecuencias agudas en la 22 y 32 década de la vida, progresando a hipoacusias
moderadas-severas y comprometiendo seguidamente las frecuencias medias y graves. Este gen
se encarga de la expresion de una proteina que forma parte de los canales de potasio
dependientes de voltaje de las células ciliadas del oido interno, por lo que su alteracion
determina una transmision ineficaz de las senales eléctricas nerviosas. Hasta la fecha, se han
identificado un total de 72 variantes del gen con diversos fenotipos clinicos. En este gen las
variantes de sentido erréneo se asocian con una pérdida auditiva de inicio mas precoz y
pantonales, mientras que las deleciones conllevan pérdidas auditivas de inicio mas tardio en

frecuencia agudas [99]. Por ello es posible detectarlo como causa de HNS en la edad adulta.

Como ya hemos explicado previamente, la aparicidn tardia de las hipoacusias asociadas
a las alteraciones de estos genes puede deberse a la naturaleza de las variantes especificas
identificadas en los mismos. Por otra parte, la expresividad variable intrafamiliar e

interindividual determina que dos portadores de la misma variante genética no desarrollen la
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hipoacusia a la misma edad o con la misma intensidad. Ademas, la hipoacusia hereditaria
presenta una heterogeneidad genética alélica, en la que diferentes variantes del mismo gen
producen cambios en las manifestaciones clinicas o incluso dan lugar a condiciones clinicas
diferentes, lo que también podria justificar la edad de debut diferente para el mismo gen. En
conjunto, estas caracteristicas relacionadas con la hipoacusia genética dificultan el
establecimiento de correlaciones entre una determinada variante genética (genotipo) y sus

manifestaciones clinicas y audiométricas (fenotipo) [4].

Entrando en otro punto objeto de analisis, hay que destacar como la irrupcién de la
tecnologia de secuenciacién masiva aplicada a los diversos estudios de genética molecular
(paneles de genes, WES o WGS) ha permitido superar las limitaciones de las estrategias
empleadas hasta hace unos afios (estudio dirigido mediante técnica de Sanger), contribuyendo
a mejorar sustancialmente la identificacion de las variantes y agilizar el proceso diagndstico de
las hipoacusias genéticas. Elegir la prueba genética mas completa mejora las posibilidades de un
diagndstico genético y por ello es esencial considerar los siguientes puntos: 1) nimero de genes
incluidos en el analisis y su asociacién sindrémica y no sindromica; 2) metodologia de deteccidn;
3) busqueda de SNP y CVN en los genes analizados; 4) guias analiticas y de validacién; 5) coste y

tiempo para la obtencién del informe genético.

El gran numero de genes relacionados hasta la fecha con la hipoacusia plantea una
dificultad para realizar estudios genéticos dirigidos en la practica clinica rutinaria. Aun asi, una
de las cuestiones fundamentales a la hora de planificar una estrategia para afrontar el
diagndstico genético de la HNS es conocer el porcentaje de casos que pueden ser explicados por
las variantes mas prevalente en la poblacién a estudio. Dependiendo de esta frecuencia, se
podria plantear la realizacidon de un cribado previo al empleo de tecnologia NGS, mediante el
andlisis de estos genes con métodos convencionales (secuenciacion Sanger y PCR especifica).
Por ejemplo, en la poblacidn pediatrica, donde se conoce que las variantes P/PP en GJB2/GJB6
son la causa mas frecuente de HNS autosdmica recesiva, podrian ser objeto de estudio dirigido
inicial. Si bien, estudios como el de Costales et al, muestran que la implementacidn de cribado
pre-test en la hipoacusia infantil depende de la prevalencia genética especifica en la poblacién
a estudio, y esta puede oscilar notablemente entre diferentes areas geograficas, por lo que
solamente seria Util cuando la proporcidon de una variante concreta sea elevada; en caso

contrario aboga por una deteccion precoz inicial con panel de genes [3].
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En el adulto, en cambio, se desconoce la prevalencia de las variantes genéticas de la
hipoacusia, por lo que la utilidad de estudios genéticos de screening no tiene cabida, asi que
debemos realizar una aproximacién agndstica en su abordaje. Esta falta de conocimiento de los
genes mas relevantes implicados en la sordera del adulto justifica el uso de estudios genéticos
amplios para aumentar el rendimiento diagndstico, permitiendo la deteccién de variantes

causantes de HNS que afectan a genes a priori inesperados.

Pero incluso en la era de las técnicas de nueva secuenciacion, el uso de las pruebas

genéticas dirigidas se podria considerar una opcidn idénea en 3 escenarios:

a) Como estudio de screening previo a otra herramienta genética de amplio espectro
cuando tenemos alta sospechosa sobre la correlacién genotipo-fenotipo de un sujeto o
si en base a la historia clinica o antecedentes familiares podemos orientar con alta
probabilidad una etiologia genética subyacente. Por ejemplo, sospecha de ototoxicidad
inducida por aminoglucésidos por el gen MT-RNR1, de transmisidn mitocondrial, al
evaluar la historia clinica y el arbol genealdgico donde los sujetos afectos reciben el gen

por herencia materna [26].

b) Cuando encontramos una variante P/PP en un estudio genético y queremos confirmar

dicho hallazgo se puede realizar una secuenciacion convencional dirigida al gen concreto.

¢) Cuando se realizan estudios de familiares del sujeto afecto en el que ya se ha identificado

una variante P/PP concreta.
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éPor qué un panel de genes?
El factor mas importante al elegir una prueba genética es determinar si apuntard
adecuadamente a los genes de interés de la patologia a estudio y por tanto resultard la mas

rentable en la consecucion del diagndstico genético [100].

En la actualidad se estan aplicando principalmente dos tipos de test basados en NGS para
el diagndstico gendmico de las enfermedades hereditarias: los paneles de genes y la
secuenciacion de exoma completo [101, 102]. En el caso de la sordera hereditaria, la WES abarca
un numero de genes diana casi 100 veces superior al de los paneles (20.000 versus 200
aproximadamente), y requiere recursos de secuenciacion mucho mayores para obtener
coberturas similares en las regiones gendmicas de interés. En la practica, la cobertura de los
exomas no alcanza a la de los paneles, lo cual puede provocar coberturas insuficientes en
regiones clave y, en consecuencia, la no deteccién de variantes clinicamente relevantes.
Ademas, la mayor cantidad de secuencia requerida para la secuenciacion de exomas encarece
los costes de secuenciacién y complica el analisis bioinformatico. Ademas, dado que el andlisis
mediante WES rastrea areas del genoma no exclusivamente relacionadas con la patologia a
estudio, se derivan de sus resultados hallazgos secundarios (aquellos que causan patologias no
relacionadas con el fenotipo objeto de estudio), que complican notablemente el proceso de
asesoramiento genético [100]. En el caso del panel, la restriccién del analisis a los genes
especificos de la patologia disminuye los costes y mejora la calidad de la secuenciacién,
facilitando el analisis e interpretaciéon posterior de los resultados y reduciendo

considerablemente los hallazgos genéticos secundarios.

No obstante, el mayor inconveniente que tienen los paneles es que deben ser enriquecidos
y actualizados con la incorporacion de nuevos genes que se vayan identificando relacionados
con la patologia, lo que exige una continuada revision de los datos publicados en la literatura.
En este respecto, la WES tiene una ventaja con respecto a la secuenciacién de paneles: la
capacidad de identificar alteraciones en genes que, en el momento del analisis, no se han
asociado con la enfermedad. Estas alteraciones podrian servir para explicar el fenotipo del
paciente si, en estudios posteriores, se demuestra la asociacién consistente del gen afectado con
el fenotipo objeto de estudio. Para minimizar esta desventaja, durante el desarrollo de los
paneles OTOgenics™ implementé un enfoque con dos grupos de genes: genes
consistentemente asociados con HNS y genes candidatos. Las variantes identificadas en los

genes candidatos no se incluyen en el informe final de forma sistematica, sino solo en aquellos
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casos en los que, en base a la evidencia disponible y a la coincidencia entre el fenotipo del
paciente y el asociado al gen afectado, podrian explicar la hipoacusia. Esta solucién de
compromiso tiene como objetivo maximizar el rendimiento diagndstico del panel sin complicar

el procedimiento de asesoramiento genético.

Otro motivo que aboga al empleo de paneles es la presencia de pseudogenes dentro de
las regiones codificantes del genoma analizadas. Un pseudogen es un segmento de ADN que
estructuralmente se asemeja a un gen, pero que no es codificante de proteina. Los pseudogenes
en su mayoria derivan de genes que, debido a la acumulacién de mutaciones a lo largo de Ila
evolucidn, han sido inactivados y en consecuencia han perdido su funcién. El caso mas ilustrativo
para explicar este fendmeno es el pseudogen STRC, asociado a HNS moderada-severa, y que
escapa a la evaluacién mediante exomas, y en algunos casos también al estudio mediante
paneles de genes si no es tenido en cuenta [2, 100, 103]. En nuestro panel ya se habia previsto
y solventado esta cuestion a priori del estudio en la fase de optimizacidn, y gracias a ello se pudo
detectar el caso de un paciente afecto por STRC, demostrando su relevancia también en la

poblacién adulta.

Otra caracteristica fundamental de cualquier panel diagndstico es que sea capaz de
obtener secuencia de la suficiente calidad en la maxima cantidad posible de nucledtidos diana.
Nuestro panel de genes tras el refinamiento de su versién inicial tiene una sensibilidad analitica
para detectar SNVs e indels con frecuencias alélicas superiores a 0,1 mayor del 99,5 %, con una
especificidad por encima del 99,9% en la ultima versién del panel (v3). Cada destacar que la NGS
aplicada en las distintas modalidades de estudios genéticos no estd exenta de sesgos, ya que no
permite descartar la presencia de determinadas variantes gendmicas para cuya deteccion esta
metodologia es intrinsecamente limitada, como por ejemplo grandes deleciones o
duplicaciones, reordenamientos o alteraciones en regiones de alta homologia por la presencia

de pseudogenes, sobre todo si estos no se tienen en cuenta a la hora de la planificacién.

Por todo lo argumentado, la mayoria de los estudios publicados apuntan a que el panel de
genes es la herramienta de eleccidén para el diagndstico genético de la hipoacusia [2, 3, 44]. Este
diagnostico genético exacto es el principal prerrequisito de la medicina de precisidon para la
gestion clinica de enfermedades genéticas, pero ademads, como ilustraremos en la siguiente fase
de esta Tesis doctoral, el proceso no concluye con la identificacidon del gen implicado, puesto
gue su trascendencia clinica su compete al asesoramiento genético, la prevencidn y el prondstico

asi como en la decisidon terapéutica.
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Relevancia clinica del diagndstico genético

Los resultados de este estudio reflejan las caracteristicas de la hipoacusia genética,
caracterizada por una extrema heterogeneidad genética y fenotipica combinada con una
expresividad variable y ponen de manifiesto la importancia de un diagnodstico etioldgico rapido
incluso en la hipoacusia de inicio tardio. De igual manera, evidencian la utilidad de emplear
paneles fenotipo-agndstico para el diagndstico de la hipoacusia hereditaria en el adulto, donde
el conocimiento sobre sus bases genéticas es aun muy limitado. Pero aun siendo una poblacion
poco estudiada, los beneficios del diagndstico genético son clinica y cientificamente relevantes
[2, 3, 44]. Nuestros resultados aportan informacién acerca del espectro de alteraciones
genéticas responsables de la hipoacusia en la poblacidén adulta espafola y ponen de manifiesto
que el diagndstico genético en el adulto no se limita exclusivamente a esclarecer la etiologia del
paciente, ya que esa informacién genética guarda estrecha relacién con otras areas de la

medicina.

Siendo la poblacion que estamos estudiando un colectivo que se encuentra en plena edad
reproductiva, entra en juego la transmisidn del gen a la descendencia que, como ya sabemos, en
el caso de patrones de herencia AD es del 50% de tener un hijo afectado por embarazo [3, 4]. En
muchos casos teniendo en cuenta que los diagndsticos de la HNS genética son complejos, estos
pacientes portadores de genes dominantes desconocen la carga genética transmitida y las
potenciales consecuencias que esto pueda tener en sus hijos. Por ello en el ambito de la
reproduccidn, los resultados de las pruebas genéticas proporcionan informacién trascendental
para el asesoramiento genético del propio paciente, su descendencia y sus familiares. Con esto
se ratifica la indudable utilidad del estudio genético para el asesoramiento y la planificacion
familiar, ademas de la posibilidad de realizar un despistaje precoz si existe descendencia
potencialmente afecta. De esta manera ofrecemos a los progenitores la oportunidad de tomar
conciencia de estos hechos de cara a la decisién reproductiva, definiendo alternativas u optando
por terapias preimplantacionales para evitar la transmision del gen, sobre todo en aquellos casos
de asociacion sindromica donde las comorbilidades derivadas puedan comprometer Ia
supervivencia y calidad de vida del recién nacido. El claro ejemplo se plantea con los
diagnésticos sindromicos de Stickler en nuestra serie; una de las pacientes no habia tenido
descendencia, la otra en cambio tenia un hijo, que no presentaba alteraciones fenotipicas
evidentes, pero al que se le realizé el estudio genético dirigido a la variante patogénica de su

progenitora, que concluyd que no era portador de la misma. Sin embargo, dado que la
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probabilidad en los patrones AD es del 50% de transmision, es pertinente estudiar a todos los

descendientes incluso aunque no presenten hipoacusia o no tengan rasgos sindrémicos.

En el ambito de la prevencidn el conocimiento de un diagndstico genético permite una
ganancia en la calidad asistencial sobre todo en el caso de las hipoacusias sindrémicas. Es posible
gue, previamente al diagndstico genético, existen otras alteraciones en otros érganos puedan
haberse desarrollado y detectado, pero sin embargo en otras ocasiones la hipoacusia es el Unico
sintoma evidente. Por ello los resultados genéticos pueden arrojar sorpresas diagndsticas como
la deteccion de sindromes ocultos. Como buen ejemplo para ilustrar este hecho, tenemos dos
pacientes de nuestra serie, un sindrome de Stickler y otro de PHARC, donde solamente la
hipoacusia se habia manifestado de forma evidente y no habia diagndstico sindrémico previo al
test genético. Tras su identificacion ambos pacientes fueron derivados a los correspondientes
especialistas, detectandose en el caso del Stickler la presencia de cataratas y artrosis incipientes
y en el caso del PHARC la presencia de polineuropatia y ataxia leves. Esto pone de manifiesto
como el diagndstico precoz de los sindromes permite prestar atencién a los rasgos del mismo
gue aun no se han desarrollado o detectado, lo que podria mitigar las consecuencias o secuelas
con el paso del tiempo al permitir que los pacientes sean evaluados por atencidn especializada.
A su vez puede llevarse a cabo una prevencion primaria sobre los individuos de la familia para
esclarecer si son portadores de la variante diagnosticada, lo cual permite realizar un despistaje
precoz mediante un estudio genético dirigido a descendencia o familiares para determinar si son

portadores y en ese caso si estdn afectos [4].

En el dmbito predictivo, una vez conocemos la causa genética de una hipoacusia, es
relativamente factible (gracias a las bases poblacionales) comprender cual ha de ser su evolucidn
en cuanto a severidad, tiempo de instauracidon o limite de progresion, lo cual permite definir
mejor las necesidades médicas y/o educativas requeridas en cada caso, y también cudl puede
ser una opcién terapéutica apropiada. Por ejemplo, aquellas alteraciones genéticas que causan
neuropatias sin alterar la conduccién nerviosa pueden ser candidatas a la colocacion de un
implante coclear como terapia de rehabilitacion auditiva. Ademas, es importante llevar a cabo
un seguimiento de los pacientes con variantes P/PP en loci asociados con hipoacusia sindromica,
ya que se puede lograr la deteccién de futuros sintomas que converjan en la recopilacidn de los
criterios necesarios para establecer el diagndstico sindrémico que no pudo hacerse en un primer
momento dada la ausencia de los mismos. Como ejemplo, el gen ACTG1 asociado a HNS no

sindrémica y también al sindrome de Baraitser-Winter tipo Il, caracterizado por malformaciones
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craneofaciales y anomalias cardiacas, oculares y renales, fue detectado en una paciente de
nuestra serie, que, en el momento del diagnodstico a sus 30 afios, no presentaba criterios para
establecer la asociacion sindrémica ya que no habia evidencia de alteraciones en otros érganos.
Aun asi, teniendo en cuenta la pronta edad del diagndstico, podria llegar a desarrollar

alteraciones oculares, que pusieran en entredicho el veredicto inicial.

De la misma forma, todos aquellos pacientes con presencia de VUS en sus estudios
genéticos y que no hayan podido ser reclasificadas en ese momento, merecen el seguimiento
posterior para la reevaluacion de sus variantes, ya que, si éstas sufren modificaciones en cuanto

a patogenicidad, deben ser informados y atendidos en consecuencia.

Como ya hemos mostrado previamente, lograr un diagndstico etioldgico de la hipoacusia
de inicio en el adulto es de vital importancia porque conlleva multiples ventajas para los
pacientes, sus familiares y el sistema de salud [4]. Los estudios genéticos abogan por la medicina
de las 4P (Personalizada, Preventiva, Predictiva y Participativa) y ofrecen la posibilidad de
abarcar todas ellas al mismo tiempo. Proporcionar estos diagndsticos moleculares es un
elemento fundamental de la medicina de precisidn, si bien la atencién individualizada de los
pacientes suele estar limitada por nuestro conocimiento actual sobre las etiologias de las
enfermedades y el enfoque del diagnéstico basado en el fenotipo. Sin embargo, como habiamos
mencionado anteriormente, estamos viviendo una expansion fenotipica que hace mella
fundamentalmente en los diagndsticos sindrémicos con la aparicién de fenotipos adicionales
inesperados (p.e. sindrome de Stickler sin malformaciones craneofaciales), lo cual justifica la
necesidad de una aproximaciéon agndstica cuando se trata de enfermedades genéticas tan

heterogéneas y con penetrancia incompleta como es el caso de la hipoacusia hereditaria.

Por ello, la comprension de los mecanismos moleculares subyacentes nos ayuda a integrar
la informacién gendmica en el tratamiento y la atencidén individualizada del paciente y a tomar
mejores decisiones clinicas [93]. Y no se puede menospreciar que la consecucidon de un
diagndstico etioldgico ofrece respuestas sobre la enfermedad que ayudan a los pacientes a
comprender su discapacidad auditiva, evita pruebas adicionales costosas y potencialmente
iatrogénicas y genera satisfaccion tanto en el paciente como en el profesional (9,43). De nuevo
el caso de uno de nuestros sindromes de Stickler ejemplifica cdmo muchas veces el diagnéstico
se concluye de forma tardia y tras una larga peregrinacion médica, ya que la aparicion de
alteraciones oftdlmicas y articulares severas previas al diagndstico genético no se sabian

subrogadas a la presencia del sindrome.
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Futuro en la hipoacusia genética

Nuestros resultados proporcionan una primera y valiosa aproximacion a la epidemiologia
genética en la poblacién adulta con hipoacusia de inicio tardio. Sin embargo, las variantes
genéticas responsables de un gran nimero de casos de hipoacusia idiopatica y potencialmente
hereditaria siguen siendo desconocidas. Los futuros enfoques deberian centrarse en confirmar
lo que ya hoy en dia esta creciendo en evidencia: la rentabilidad de las herramientas genéticas,

como los paneles de genes, en la practica diaria [3].

Este estudio estimula la necesidad realizar estudios multicéntricos, que aporten un mayor
tamafio muestral para verificar la prevalencia de la hipoacusia genética en adultos en nuestro
pais y en otras regiones del planeta. Un conocimiento mas exhaustivo en este campo allanara el
camino para una investigacion y una labor clinica mas eficaces, como el asesoramiento genético
y el cribado auditivo, lo que en ultima instancia contribuira al rapido diagndstico genético de la
hipoacusia y a sus correspondientes medidas preventivas. Ademas, el diagndstico genético es el
criterio clave de elegibilidad para los ensayos clinicos y los tratamientos basados en la terapia
génica [104-106], que se van desarrollando de la mano del conocimiento de las enfermedades

genéticas.

El objetivo futuro seria alcanzar un diagndstico etiolégico cercano al 100% de los pacientes
con HNS de origen desconocido. Si bien, muchos de los resultados negativos, puedan ser
revisados en un periodo ulterior, cuando la biblioteca de genes se amplie con la adicion de otras
variantes asociadas a hipoacusia que hasta la fecha son desconocidas o su implicacién clinica

aun no estd bien constatada, como sucede en las VUS.
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El rendimiento diagndstico obtenido en el estudio con el empleo de NGS aplicada en el
panel de genes OTOgenics™ fue del 23% en nuestra serie, con la deteccién de 2 casos de

sindromes ocultos.

En nuestra poblacion, la HNS genética no sindrémica en el adulto representé el 80% de los
diagnosticos, siendo el 20% restante hipoacusia de asociacidn sindromica. Los genes TECTA
y KNCQ4 fueron los mas prevalentes en esta serie y el patron hereditario predominante
fue autosdémico dominante. La deteccion de GJB2 y STRC resulté una sorpresa gendmica,
ya que hasta la fecha se han considerado genes tipicamente asociados a la hipoacusia

prelocutiva infantil.

La hipoacusia de debut en edad adulta presenta perfiles de pérdida auditiva de grado
moderado, y predominantemente bilateral y simétrico, existiendo también perfiles leves
y severos segln la variante patogénica. La hipoacusia sindromica del adulto tiene un
desarrollo menos florido de la sintomatologia acompafante, por lo que la presencia de

sindromes ocultos es relativamente frecuente.

El diagndstico genético de la hipoacusia de debut en la edad adulta resulta util desde el
punto de vista de la aplicacion del asesoramiento genético, asi como para el desarrollo de
actividades preventivas y predictivas que aportan grandes beneficios para el paciente y sus
familiares. Ademas, la deteccidn del sustrato genético responsable de la hipoacusia abre

la puerta al estudio de terapias génicas especificas.
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Anexo A: Criterios ACMG/AMP que indican patogenicidad.

La primera letra del nombre del criterio, P, indica que es un criterio de patogenicidad. Las siguientes letras indican el nivel: VS: very strong; S: strong;

M: moderate y P: supporting. Los nimeros sirven para distinguir criterios del mismo nivel.

CRITERIO

PVs1

Ps1

pPs2

PS3

Ps4

PM1

PM2

DESCRIPCION
Variante inactivadora en un gen en el cual la pérdida de
funcién es un mecanismo conocido de enfermedad.
Variante en la cual el cambio de aminoacido es el mismo
que el de una variante previamente clasificada como
patogénica, pero con otro cambio de nucleétido.

Variante de novo en un paciente sin historia familiar de la
enfermedad. (confirmadas maternidad y paternidad).

Estudios funcionales in vitro o in vivo sélidamente
establecidos apoyan un efecto deletéreo de la variante en
el gen o el producto del gen.

La prevalencia de la variante es significativamente mayor en
afectos que en controles (Odds Ratio >5).

Variante localizada en un hot-spot mutacional y/o un
dominio funcional sdélidamente establecido sin variacion
benigna.

Aplicable solo a variantes no sinébnimas (missense) o que no
cambian la pauta de lectura (inframe).

Variante ausente o con una frecuencia extremadamente
baja en individuos control.
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FUNDAMENTO
Se basa en las consecuencias drasticas que tiene la inactivacion
completa de un gen.
Se basa en que dos secuencias de aminoacidos idénticas, aun
siendo sus secuencias de nucleétidos diferentes, se comportaran
de manera idéntica o muy similar.
Se basa en la infrecuencia de las variantes de novo, lo cual las
hace especialmente sospechosas cuando aparecen en un
individuo afecto sin antecedentes familiares.

Se basan en la evidencia de patogenicidad derivada del andlisis
funcional de la variante en un contexto experimental.

Se basa en el analisis estadistico de la asociacion entre la
presencia de una variante y la aparicion de la enfermedad.

Se basa en la ubicacién de la variante en regiones que, segun la
informacién disponible, parecen especialmente sensibles a las
alteraciones genéticas.

Se basa en la ausencia/infrecuencia de la variante en individuos
sanos, lo que la hace especialmente sospechosa si aparece en un
individuo afecto.



CRITERIO

PM3

PM4

PM5

PM6

PP1

PP2

PP3

PP4

PP5

DESCRIPCION
Variante descrita en homozigosis o en heterozigosis
compuesta con otra alteracidn patogénica en el mismo gen.
Aplicable solo a enfermedades recesivas.
La longitud de la proteina cambia como resultado de una
insercion/delecion en pauta en una region no repetitiva.
Se ha descrito otra variante no sindnima que afecta al
mismo aminodcido y que ha sido considerada como
patogénica.

Variante asumida de novo en un paciente sin historia
familiar de la enfermedad.

Cosegregacion de la variante con la enfermedad en
miembros afectos de una familia/varias familias en un gen
claramente causante de la enfermedad.

Variante no sindbnima en un gen con baja tasa de variacion
no sindnima benigna y en el cual las variantes no sindnimas
son un mecanismo comun de la enfermedad.

La evaluacién bioinformatica de la variante predice un
efecto funcional deletéreo.

El fenotipo del paciente se asocia de manera altamente
especifica con el gen.

Una fuente reputada (LOVD/INSIGHT) ha reportado
recientemente la variante como patogénica, pero la
evidencia no esta disponible para hacer una evaluacidon
independiente.
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FUNDAMENTO
Se basa en la probabilidad de que la variante, bien en
homozigosis 0 en heterozigosis compuesta con otra variante,
cause un fenotipo recesivo
Se basa en el efecto potencialmente deletéreo que tienen los
cambios de longitud en una proteina.
Se basa en la probabilidad de que una variante que afecta a una
posicidon en la que ya se han descrito variantes patogénicas sea
también patogénica.
Similar a PS2, pero sin confirmacion de paternidad y maternidad
por parte de los supuestos progenitores en los que la variante
esta ausente.
Se basa en la probabilidad de que la concurrencia de una variante
con el fenotipo en diversos miembros de una familia sea
indicativa de patogenicidad.
Se basa en la probabilidad de que una variante no sindnima
cualquiera pueda desencadenar una enfermedad cuando el gen
al que afecta no tiene muchas variantes no sinénimas benignas.
Se basa en la capacidad de los algoritmos informaticos para
predecir la patogenicidad de una variante.
Se basa en la probabilidad de que, al ser el gen afectado por la
variante el Unico o uno de los Unicos asociados con la
enfermedad, la variante sea patogénica.

Se basa en la clasificacién hecha por terceros que ofrezcan
fiabilidad.



Anexo B: Criterios ACMG/AMP que indican benignidad

La primera letra del nombre del criterio, B, indica que es un criterio de benignidad. Las siguientes letras indican el nivel: A: stand alone; S: strong;

M; moderate y P: supporting. Los nimeros sirven para distinguir criterios del mismo nivel.

CRITERIO

BA1

BS1

BS2

BS3

BS4

BP1

BP2

DESCRIPCION
Variante que puede ser considerada benigna por su alta
frecuencia alélica.
La frecuencia alélica de la variante es superior a la esperada para
la enfermedad.
Variante observada en un individuo adulto sano para una
enfermedad con penetrancia completa esperada a temprana
edad.
Estudios funcionales in vitro o in vivo solidamente establecidos
muestran un efecto no patogénico de la variante en la funcién
de la proteina o en el splicing.

Ausencia de cosegregacion en miembros afectos de la familia.

Variante no sindnima en un gen para el cual las variantes
causantes de enfermedad conocidas son principalmente
variantes truncantes.

Variante observada en trans con una variante patogénica en un
gen/enfermedad dominante con penetrancia completa u
observada en cis con una variante patogénica para cualquier
modo de herencia.
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FUNDAMENTO

Se basa en improbabilidad de que las variantes frecuentes
en la poblacién causen enfermedades monogénicas.

Similar a BA1, pero para variantes no tan frecuentes.

Se basa en la presencia de la variante en individuos sanos
como argumento a favor de su benignidad.

De modo analogo a PS3, se basa en evidencia de
neutralidad derivada del analisis funcional de la variante en
un contexto experimental.

Se basa en la improbabilidad de que dos individuos afectos
de la misma familia tengan causas genéticas diferentes.

Se basa en la improbabilidad de que una variante no
truncante cause la enfermedad cuando las causas descritas
provocan la inactivacion del gen.

Se basa en la ausencia/infrecuencia de la variante en
individuos sanos, lo que la hace especialmente sospechosa
si aparece en un individuo afecto.



CRITERIO

BP3

BP4

BP5

BP6

BP7

DESCRIPCION

Insercidn/delecion en pauta en una region repetitiva sin funcion
conocida.

La evaluacién bioinformatica de la variante no predice un efecto
funcional deletéreo.

Variante identificada en un caso con una causa alternativa de
enfermedad.

Una fuente reputada ha reportado recientemente la variante
como benigna, pero la evidencia no esta disponible para hacer
una evaluacion independiente.

Variante sinénima para la que los algoritmos predictores de
efecto funcional consideran que la variante no tiene efecto en el
splicing.
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FUNDAMENTO
Se basa en la improbabilidad de que una
insercidon/delecion que no modifica la pauta de lectura y
afecta a una region sin funcion conocida cause la
enfermedad.
Se basa en la capacidad de los algoritmos informaticos para
predecir la benignidad de una variante.
Se basa en la improbabilidad de que la enfermedad de un

individuo tenga dos causas genéticas independientes.

Se basa en la clasificacidn hecha por terceros que ofrezcan
fiabilidad.

Se basa en la improbabilidad de que una variante sindnima
sin otros efectos conocidos sobre el gen que el cambio de
su secuencia cause la enfermedad.



Anexo Cy D: Genes relacionados con la pérdida auditiva hereditaria consistentes y candidatos incluidos en el panel OTOgenics™.

Los genes con hombres en negrita estaban presentes en las versiones v3 y v4 de OTOgenics™.

Los genes subrayados solo estaban presentes en v4.

GENES CONSISTENTES
ABHD12 ACTB ACTG1 ADGRV1 AIFM1 ALMS1
ATP6VOA4 ATP6V1B1 BCAP31 BCS1L BRAF BSND
CEACAM16 CHD7 CiB2 CisD2 CLCNKA CLCNKB

COL2A1 COL4A3  COL4A4 (COL4A5 (COL4A6  (COL9A1
DCAF17  DDX11 DIABLO DIAPH1 DNMT1 ECHS1

ESRRB EYA1 EYA4 FGF3 FGFR3 FTO
GJB6 GPSM2 GRHL2 GRXCR1  GSDME HARS1
HOXB1 HSD17B4 ILDR1 KARS1 KCNE1 KCNJ10
LHX3 LOXHD1  LRP2 LRTOMT MARVELD2 MASP1
MT-RNR1 MT-TH MT-TK MT-TL1 MT-TS1 MYH14
MYO15A NARS2 NDP NLRP3 OPA1 OSBPL2
P2RX2 PAX3 PCDH15  PDZD7 PEX1 PEX2
PIVK POGZ POU3F4 POU4F3  PRPS1 PTPN11
SALL1 SERAC1 SERPINB6 SIX1 SLC17A8 SLC19A2
SLITRK6  SMPX SNAI2 S0X10 SPATAS STRC
TP2 TMC1 TMEM132E TMIE TMPRSS3 TPRN
USH1G USH2A WFSs1 WHRN XYLT2

AMMECR1 ANKH
CABP2 CACNA1D
CLDN14 CLPP
COL9A3 COL11A1
EDN3 EDNRB
GATA3 GIPC3
HARS2 HGF
KCNQ1 KCNQ4
MIRS6 MITF
MYH9 MYO3A
OTOA OTOF
PEX26 PEX3
PTPRQ RAF1
SLC26A4  SLC33A1
SYNE4 TBC1D24
TRIOBP TRPV4

AP1S51
CCDC50
CLRN1
COL11A2
EPS8L2
GJB2
HOMER2
LARS2
MSRB3
MYO6
oT0G
PEX5
RDX
SLC52A2
TECTA
TSPEAR

Anexo C: 165 genes consistentemente asociados con la pérdida auditiva neurosensorial o mixta hereditaria.

ATP1A3
CDH23
COCH
COLEC11
ESPN
GJB3
HOXA1
LHFPLS
MT-CO1
MYO7A
OTOGL
PEX6
RMND1
SLC52A3
TIMME8A
USHI1C

&9




GENES CANDIDATOS

ADCY1 AP3D1 ATP2B2 ATP6V1B2 BDP1 CATSPER2 CCS CD151 CD164 CDC14A
CLIC5 COL9A2 coQé CRYM DCDC2 DIAPH3 DSPP ELMOD3 EPS8 ERAL1
EXOSC2 FBLN1 FGFR1 FGFR2 FOXI1 GRXCR2  GSTP1 GTF2IRD1 HMX2 HMX3
KITLG MAF MAFB MARS2 MCM2 MT-CO3 MT-TA MT-TE MT-TS2 NDUFA13
NFIX NTRK3 PANX1 PmP22 PNPT1 POLD1 PSIP1 PTPRD RAI1 RIPOR2
ROR1 S1PR2 SEMA3E  SIX5 SLC4A11  SLCY9A1 SLC22A4  SLC26A5  SLC44A4  TBLIXR1
TK2 TMPRSS5 TNC TP63 TUBB4B TWIST1 wBp2 YWHAH

Anexo D: 68 genes con evidencia preliminar que los asocia con pérdida auditiva neurosensorial hereditaria o mixta.
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Anexo E: Audiometrias tonales de los pacientes con variantes P/PP.
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Caso 3 KNCQ4: 2016y 2021
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Caso 5 GJB2: 2016 y 2020
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Caso 7 COL2A1: 2014y 2020

125 250 500 1000 2000 4000 8000 125 250 500 1000 2000 4000 8000
750 1500 3000 6000 750 1500 3000 6000
-10 - T -10 .
0 : 0
10 - } 10
- i ‘ ©
g 20 220
©
330 (B a 5 30
g <
<40 < 40
2 7
<50 " £50
€60 s j 2 60 ‘
> . ' o
a 70 : : 3 70 ‘Q
£ : ‘ 2 ]
g80 ; § 80
90 - 90
100 : 100
110 : 110
120 : audstudent.com 120 udsthident com
Frequency - Hertz Frequency - Hertz
Caso 8 KNCQ4: 2010y 2020
125 250 500 1000 2000 4000 8000 125 250 500 1000 2000 4000 8000
750 1500 3000 6000 750 1500 3000 6000
-10 ; : -10 . :
0 0 ;
10 10 :
w® w
320 (O o S 20
8 ‘ o
& 30 1 3 30
;,t’ ' <
£ 40 : 240
2 T—=< Z
<50 . <50 Q
2 60 . % 60
s ) ] <
3 3
370 : 270
£ -
g 80 g 80
I I
90 90
100 : 100
110 : 10 :
120 audstudent.com 120 audstudent.com

Frequency - Hertz

94

Frequency - Hertz



Caso 9 GJB2: 2019
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