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1. INTRODUCCION:

1.1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL OIDO

1.1.1 Anatomia general del oido

El oido esta dividido en tres partes: el oido externo, el oido medio y el oido

interno.

El oido externo es el primer érgano acustico y consta de dos elementos: el
pabellén auricular y el conducto auditivo externo (CAE). Tiene una doble
funcidn, protectora del oido medio y, sobre todo, amplificacidon del sonido.
El pabelldn se localiza detrds de la articulacion temporomandibular y de la
region parotidea y tiene un papel importante en la recepciéon de los sonidos.
El CAE es la continuacién del pabellén auricular y esta formado por un
esqueleto fibroso y cartilaginoso en su parte lateral y 6seo en la medial, se
encarga de conducir el sonido a la membrana timpanica. Por ello, cualquier
patologia del oido externo repercute en el audiograma tonal liminar

(Thomassin and Barry, 2016).

El oido medio consta de tres regiones: las celdillas mastoideas que ocupan
la parte posterior, la caja del timpano junto con el sistema timpanoosicular y
la trompa auditiva que se une hacia delante con la rinofaringe. La caja del

timpano es una cavidad de seis caras que contiene los huesecillos del oido y



sus anexos (articulaciones, ligamentos, musculos), los cuales se encargan de
transmitir la onda sonora del mundo exterior hasta el oido interno

(Thomassin et al., 2008).

El oido interno esta constituido por una cavidad ésea irregular denominada
laberinto dseo. Este laberinto 6éseo consta de dos drganos principales: el
organo del equilibrio (vestibulo y conductos semicirculares) y el érgano de la

audicion (cdoclea).

La coclea se encarga de traducir una seial fisica (el sonido) en sefales
bioeléctricas (potenciales de accidn en el nervio coclear). Se trata de un
conducto espiral enrollado alrededor de un cono 6seo denominado
modiolo. La parte ésea externa se denomina capsula dtica que presenta dos
aberturas: la ventana redonda y la ventana oval. Esta tabicado por la |amina
espiral en dos partes: la rampa vestibular y la rampa timpanica. La rampa
vestibular finaliza en la ventana oval, mientras que la rampa timpanica lo
hace en la ventana redonda. Esta ldmina espiral esta recorrida por las
neuronas auditivas primarias, cuyo ganglio (ganglio espiral) se situa en el

interior del modiolo (Saroul et al., 2016).

El laberinto 6seo contiene en su interior el laberinto membranoso, el cual,
esta revestido por un epitelio sensorial. En su corte, su aspecto es
aproximadamente triangular, con una pared inferior o membrana basilar

constituida por el drgano de Corti, en su parte superior por la membrana



vestibular o membrana de Reissner y en el centro la rampa media donde se
encuentra la estria vascular y el ligamento espiral. Estas dos ultimas
estructuras tienen un papel importante en la produccién del potencial

endococlear y en los transportes idnicos (Saroul et al., 2016). Figura 1.

La céclea es un érgano relleno de liquido. Se distinguen dos liquidos muy
diferentes: la perilinfa que ocupa las rampas timpanica y vestibular, y la
endolinfa que esta contenida en la rampa media o conducto coclear (Saroul

et al., 2016).
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Figura 1. Representacion esquemadtica de un corte coronal de la coclea

(Saroul et al., 2016).

El drgano de Corti se sitia sobre la membrana basilar, la cual separa la

rampa media de la rampa timpdnica, proyectdndose hacia la rampa media.



Estd constituido por la membrana tectoria y multitud de tipos celulares,
distinguiéndose dos grandes grupos: las células ciliadas (o células
receptoras) y las células de sostén. Las células ciliadas reciben su nombre
por la presencia en su polo apical de esterocilios y existen dos tipos: las
células ciliadas externas (CCE), dispuestas en tres filas, y las células ciliadas
internas (CCl) que se disponen en una Unica fila sobre la membrana basilar.
Resaltar que sdlo el cilio mas alto, que es un quinocilio o verdadero cilio con
estructura tubular 9+2, contacta con la membrana tectoria, lo que explica la
importancia de todas las uniones entre ellos para la deflexidén del conjunto
de estereocilios durante una estimulacidén auditiva. Las células de sostén o
células de Dieters sirven de soporte a las células receptoras y se encargan
de captar el K+ liberado durante la activacidn de las células ciliadas. Este K+
es transportado a través de las uniones comunicantes GAP hasta la estria
vascular. Las moléculas que forman estas uniones comunicantes se

denominan conexinas (Saroul et al., 2016).

Las células del ganglio espiral son los cuerpos celulares de las primeras
neuronas de las vias auditivas. Las proyecciones hacia los centros se hacen
mediante la raiz coclear del nervio cocleovestibular. Esta raiz estd formada
por los axones de las células del ganglio espiral. El nervio atraviesa el
conducto auditivo interno, constituido por un gran numero de finos
fasciculos ordenados en espiral, de manera que las fibras que vienen del
apex de la céclea (codificador de las frecuencias graves) sean centrales y las

gue vienen de la base coclear (codificador de las frecuencias agudas) estan



en la periferia del nervio. La raiz coclear del nervio cocleovestibular entra
entonces en los nucleos cocleares que constituyen el primer relevo

obligatorio de las vias auditivas centrales.

El ndcleo coclear se encuentra en la cara dorsolateral del tronco cerebral y
reproduce la tonotopia coclear. Las fibras codificadoras de las frecuencias
graves se proyectan en las regiones ventrales del nucleo, mientras que las
fibras codificadoras de las frecuencias agudas se proyectan en las regiones
dorsales. Esta tonotopia es uno de los elementos claves de la anatomia y de
la fisiologia de los centros auditivos, que se encuentra en todos los relevos

auditivos centrales.

Las aferencias procedentes del tronco cerebral se dirigen al mesencéfalo
auditivo, es decir, el colliculus inferior. Se trata de un centro de gran
integracion del mensaje auditivo. A continuacion, el siguiente relevo
auditivo es el diencéfalo auditivo o cuerpo geniculado medial y, por ultimo,
la via auditiva termina en el cortex auditivo, dentro de la profundidad de la

cisura del Silvio (Biacabe et al., 2000).

1.1.2 Fisiologia de la audicion

El conocimiento de la fisiologia del oido interno se ha desarrollado en los
Ultimos afios gracias a los estudios de la hipoacusia de causa genética. Se

han identificado multitud de mutaciones nuevas que han ayudado a conocer



con mayor exactitud la funcidon de moléculas involucradas en la fisiologia de

la audicion.

El mecanismo de la audicién comienza cuando las ondas sonoras llegan al
pabellén auricular hasta el timpano, a través del conducto auditivo externo.
La membrana timpanica comienza a vibrar transmitiéndose el movimiento a
la cadena de huesecillos, martillo, yunque y estribo. La platina del estribo
descansa sobre la ventana oval. El movimiento de la propia ventana va a
generar una onda de fluido en la perilinfa de la rampa vestibular. Esta onda
se transmite a través de la membrana de Reissner a la endolinfa de la rampa

media produciéndose el movimiento de la membrana basilar.

Las frecuencias acusticas se deben a esta actividad de la membrana basilar,
debido a que el movimiento sera diferente en funcion de la frecuencia del
estimulo. Esta onda que se produce a lo largo de la membrana basilar se
propaga desde la base hacia el vértice de la céclea. Durante su
desplazamiento, la amplitud de esta onda aumenta, alcanza un maximo v,
después, disminuye. Por tanto, el vértice coclear presenta un maximo de
amplitud de vibraciones para las frecuencias bajas, mientras que la base
presenta un maximo de amplitud para las frecuencias altas (Saroul et al.,

2016). Figura 2.
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Figura 2. Estructura del oido interno. En |la imagen de la izquierda podemos
observar la morfologia de las células ciliadas internas (IHC) y las células
ciliadas externas (OHC) y en la imagen de la derecha el mapa tonotdpico.
Cada frecuencia se analiza en un sitio especifico a lo largo de la cdclea. En la
base de la céclea, donde las OHC son mas cortas y rigidas, analizan los
sonidos agudos; mientras que, en el apice, donde las OHC son mas largas y
flexibles, se analizan las frecuencias graves (Delmaghani and El-Amraoui,

2020).

El desplazamiento de la membrana basilar pone en movimiento todo el
6rgano de Corti. La interaccién entre el érgano de Cortiy la membrana
tectoria provoca que los estereocilios de las células ciliadas comiencen a
desplazarse provocando la apertura de canales para la entrada de potasio
(figura 3), se despolariza la célula ciliada y se abren los canales para la
entrada de calcio. De esta manera, las células ciliadas son capaces de

transformar las vibraciones producidas por los sonidos en impulsos



nerviosos que serdn transmitidos a través del nervio coclear hasta el sistema

nervioso central (Korver et al., 2017).

Figura 3. Representacion esquemdtica de la apertura de un canal de
mecanotransduccion de una célula coclear durante una estimulacion
auditiva. El desplazamiento del quinocilio determina finalmente el estimulo

(Saroul et al., 2016).

Tanto las células ciliadas externas (CCE) como las internas (CCl), realizan
esta mecanotransduccién gracias a un mecanismo similar, pero con un
resultado final diferente. Sélo las CCl contribuyen significativamente a la
creacién de potenciales de accién en el nervio coclear. En las CCE, la
transduccion mecanoelectrica estd acoplada a una etapa de transduccion
electromecanica (amplificacion vy filtrado de las vibraciones sonoras),
realizando una amplificacion mecanica maxima para los sonidos muy
débiles. Ademads, los penachos de estereocilios de las CCE distorsionan las
ondas sonoras al afiadir componentes que no estaban presentes en el

estimulo: las otoemisones acusticas (Saroul et al., 2016).



Como observamos en la imagen inferior se han identificado multitud de

genes que codifican proteinas relacionadas con la fisiologia coclear. Figura 4.
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Figura 4. Imagen del oido externo, medio e interno, con corte transversal

del conducto coclear y las células ciliadas (Morton and Nance, 2006).



1.2 CLASIFICACION DE LAS HIPOACUSIAS

La hipoacusia puede clasificarse en funcion de diversos criterios:

- Segun el grado de pérdida auditiva

- Segun la configuracién del audiograma
- Segun la localizacién de la lesién

- Segun la etiologia

- Segun el momento de aparicién

1.2.1 Clasificacion de la hipoacusia segun el grado de pérdida

auditiva:

La hipoacusia se clasifica segun los valores audiométricos medios
expresados en dB, comparados con los niveles de audicion normal (dB HL)

segun las normas ISO.
Se define audicion normal cuando la pérdida media tonal es inferior a 20dB.
La hipoacusia leve se define cuando la pérdida media tonal se encuentra

entre 21 y 40dB, es decir, dificultad para la audicién de la voz baja o lejana.

La hipoacusia moderada se divide en dos grados:

o Primer grado: pérdida media tonal entre 41 y 55 dB

10



o Segundo grado: pérdida media tonal entre 56 y 70 dB

La hipoacusia severa también se divide en dos grados:
o Primer grado: pérdida media tonal entre 71 y 80 dB

o Segundo grado: pérdida media tonal entre 81y 90 dB

La hipoacusia profunda se divide en tres grados:
o Primer grado: pérdida media tonal entre 91 y 100 dB.
o Segundo grado: pérdida media tonal entre 101y 110 dB

o Tercer grado: pérdida media tonal entre 111y 119 dB

Por ultimo, se define cofosis o pérdida total cuando la pérdida media tonal

es superior a 120 dB.

1.2.2 Clasificacion de la hipoacusia segun la configuracion del

audiograma: (Figura 5)

- Plana: los umbrales auditivos a lo largo de todas las frecuencias son
uniformes, con diferencias no superiores a los 20dB entre ellos.

- En cascada (ski-slope): los umbrales auditivos en graves estan

conservados, las frecuencias medias muestran una pérdida severa y
las agudas una profunda.
- Ascendente: el umbral de las frecuencias agudas es mejor que las

graves.

11



- Inducida por ruido: la pérdida auditiva afecta a las frecuencias entre

3.000 y 6.000Hz, mientras que las frecuencias mas graves y agudas
se mantienen.

- En cuchara o en “U”: con mayor afectacidn de las frecuencias medias

y conservacion de graves y agudos.

- Pérdida de alta frecuencia: pérdida de audicion que solo afecta a los

tonos agudos.

Plana Ski-slope Ascendente
Inducida por ruido En “U” Caida de agudos

Figura 5. Configuracion de la pérdida auditiva (Alshuaib et al., 2015).

1.2.3 Clasificacion de la hipoacusia segun la localizacion de la
lesion:

- Hipoacusia de conduccién o transmision: lesidn en el mecanismo de

transmisién de la energia sonora hacia la coclea. Puede estar afecto

el oido externo o el oido medio.

12



- Hipoacusia neurosensorial: se produce por lesién en la cdclea o en el

nervio auditivo.

- Hipoacusia mixta: el oido medio y la cdclea estan afectos al mismo

tiempo.

- Hipoacusia central: se produce por lesiones a nivel del tronco o en el

cortex cerebral.

- Neuropatia auditiva: alteraciones en la célula ciliada interna de la

coclea, concretamente, en la sinapsis de la célula ciliada interna con
el nervio auditivo o en el propio nervio auditivo. Por tanto,
presentardn otoemisiones acusticas y/o microfénicos cocleares
normales debido al correcto funcionamiento de la célula ciliada
externa de la céclea. Por el contrario, los potenciales evocados

auditivos del tronco cerebral estaran afectos (Madden et al., 2002).

1.2.4 Clasificacion de la hipoacusia segun la etiologia:

Uno de cada quinientos (1/500) recién nacidos vivos presenta hipoacusia
prelingual, siendo, aproximadamente, en un 80% de los casos de causa
genética y en un 20% de los casos de causa ambiental o adquirida (Shearer

et al., 1999).
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Hipoacusia ambiental o adquirida:

Dentro de las causas ambientales, resaltar las infecciones como el

citomegalovirus y el virus de la rubeola.

Ademds de la etiologia infecciosa, la hipoacusia puede ser debida a
ototoxicidad (cisplatino, aminoglucdsidos), metabolopatias (diabetes
gestacional), enfermedades vasculares y hematoldgicas (complicaciones
asociadas con el factor Rh), infecciones del oido (otitis, meningitis),
traumatismos (fractura de hueso temporal, fistula perilinfatica,
posquirurgica), exposicion a ambiente ruidoso, causas inflamatorias y

tumores (Organization, 2016)(Rabach and Kveton, n.d.).

La infeccidn congénita por citomegalovirus tiene una incidencia del 0,2-2,2%
y una prevalencia entre el 15-33% en los paises desarrollados, causando
hipoacusia neurosensorial pre o postlingual. Produce una inflamacion vy
laberintitis viral que provoca una hipoacusia unilateral o bilateral de grado
moderado a profundo. Se ha demostrado que farmacos como el ganciclovir
o valganciclovir disminuyen la progresion y estabilizan la hipoacusia (Korver

et al., 2017).

El virus de la rubeola causa hipoacusia neurosensorial congénita en un 60-

100% de los casos debido al dafio y posterior muerte celular de las células

del 6rgano de Corti y la estria vascular. La hipoacusia suele ser bilateral de
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grado moderado-severo. Actualmente, no hay disponible ningun

tratamiento especifico (Korver et al., 2017).

No debemos olvidarnos que la presencia de una causa ambiental no excluye

la existencia de una predisposicidon genética subyacente.

1.2.5 Clasificacion de la hipoacusia segun el momento de

aparicion:

Podemos clasificarlas en aquellas que estan presentes en el nacimiento
(Hipoacusia congénita) o aquella que aparece a lo largo de la vida
(Hipoacusia tardia). Otra forma de ordenarlas seria segun su relacién con la

adquisicion del lenguaje oral, en este caso tenemos tres grandes grupos:

1. Hipoacusias prelocutivas o prelinguales: aparecen antes de que se
desarrolle el lenguaje. Se incluyen tanto las hipoacusias congénitas
como las que se desarrollan a lo largo de los primeros dos afios de
vida.

2. Hipoacusias perilinguales o perilocutivas: aparecen entre los dos y
los cinco afios de edad. En este caso ha existido estimulacion
auditiva y por tanto el desarrollo del lenguaje puede continuar con

tratamiento auditivo.
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3. Hipoacusias poslinguales o poslocutivas: aparecen cuando el
paciente ya tiene estructurado el lenguaje. (Manrique Rodriguez MJ,

Romero Panadero MD., 2002)

1.3 HIPOACUSIA HEREDITARIA

En el ser humano existen alrededor de 20.000-25.000 genes en 23 pares de
cromosomas. En total, se ha descrito que 18.000 genes codifican proteinas.
Hasta la fecha, han sido identificadas mds de 6.000 variantes en 124 genes
causantes de hipoacusia no sindrémica (Hereditary Hearing Loss Homepage:

https://hereditaryhearingloss.org/).

Aproximadamente, el 80% de la hipoacusia prelingual es de causa genética

(Shearer et al., 1999).

La hipoacusia hereditaria no estd causada por un unico gen, sino que
presenta una gran heterogeneicidad genética. Hasta la fecha, hay mas de
220 genes descritos relacionados con hipoacusia (Deafness Variation

Database https://deafnessvariationdatabase.org/).

Se clasifica en hipoacusia hereditaria sindrémica (20-30%), cuando la
hipoacusia se asocia a otros problemas médicos y en hipoacusia hereditaria
no sindromica (70-80%), en las que la hipoacusia aparece de forma aislada.

Ademas, la hipoacusia tiene diferentes modos de herencia dependiendo del
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gen causante, pudiendo ser autosdmica recesiva (AR) en un 80% de los
casos 0 autosdmica dominante aproximadamente en el 20% restante.
También, en menos del 1% de los casos, su modo de herencia serd ligado al
cromosoma X o de herencia mitocondrial. La herencia autosdmica
dominante se caracteriza porque el gen con la mutacidn se encuentra en
uno de los 22 cromosomas no sexuales o autosomas y ademas, con una
simple copia del gen mutado es suficiente para que se exprese la
enfermedad (figura 6). En cambio, en la herencia autosémica recesiva, el
gen con la mutacidon también se encuentra en uno de los 22 autosomas, sin
embargo, son necesarias las dos copias del gen mutadas para que se
exprese la enfermedad (figura 7). Por otro lado, la herencia ligada al X
Dominante tiene lugar cuando por una parte el gen alterado domina sobre
el normal, por lo que una sola copia del mismo es suficiente para que se
desarrolle la enfermedad, y, ademas, se encuentra en el cromosoma X
(figura 8). En cuanto a la herencia ligada al X recesiva, habitualmente, son
los varones los que manifiestan la enfermedad (poseen un unico
cromosoma X), mientras que las mujeres son portadoras sanas de la
enfermedad (poseen dos cromosomas X y el gen alterado sdélo estd en uno
de los dos cromosomas) (figura 9). Por ultimo, la herencia mitocondrial, solo
se transmite de madres a hijos e hijas, ya que se debe a alteraciones en el
material genético mitocondrial, las cuales proceden del 6vulo durante el

desarrollo del cigoto (Shearer et al., 1999).
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50%

Figura 6. Herencia Autosomica Dominante. En azul el progenitor afectado.

A= gen mutado, a= gen normal

25%
50%
-

No expresaran la
enfermedad pero
podrian transmitirla
a sus descendientes

Patron de herencia autosomica recesiva cuando los
dos progenitores son portadores.

Figura 7. Herencia Autosomica Recesiva. Mostramos de forma ilustrativa un
ejemplo cuando los dos progenitores son portadores de la enfermedad. A=

gen normal, a= gen mutado
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Figura 8. Herencia ligada al cromosoma X dominante cuando la madre

estd afectada (azul). A= gen mutado, a= gen normal

}

o ol al
41

Figura 9. Herencia ligada al cromosoma X recesiva cuando la madre es

portadora sana. En color azul el hijo enfermo. A= gen normal, a= gen

mutado
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Este es el motivo por el cual el diagndstico genético de estos pacientes es
complejo, pues hay una gran cantidad de genes responsables y los datos

clinicos basados en el fenotipo suelen ser escasos.

1.3.1 Hipoacusia hereditaria sindromica

Se han descrito mas de 400 sindromes genéticos que presentan pérdida

auditiva (Bolz, 2016).

La hipoacusia sindromica esta asociada con malformaciones del oido
externo, en otros dérganos y con patologias médicas de otros sistemas.
Dentro de la hipoacusia sindrédmica, entre las mas comunes podemos
encontrar el Sindrome de Usher, Sindrome de Waardenburg, Sindrome
Branquio-Oto-Renal, Sindrome de Jervell y Lange-Nielsen, Sindrome de

Pendred, Sindrome de CHARGE y el Sindrome de Wolfram. (Tabla 1)

Sindrome Genes codificantes Caracteristicas clinicas

Usher Tipo 1: MYO7A, USH1C, Retinosis pigmentaria
CDH23, PCDH15, USHIG y
ClB2

Tipo 2: USH2A, ADGRV1,
WHRN, CEP250

Tipo 3: CLRN1
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Waardenburg

PAX3, MITF, EDN3, EDNRB,
SNAI2, SOX10

Anomalias pigmentarias de la

piel, cabello e iris

Branquio-Oto-Renal

EYA1, SIX1y SIX5

Quistes branquiales o fistulas,
anomalias en el oido externo

y medio y anomalias renales

Jervell y Lange-Nielsen

KCNE1 y KCNQ1

Arritmia cardiaca (Intervalo

QT largo)

Pendred

SLC26A4

Acueducto vestibular dilatado

y bocio tiroideo

CHARGE

CHD7

Coloboma, defectos
cardiacos, atresia de coanas,
retraso de crecimiento y

genitales hipopldsicos

Wolfram

WFS1, CISD2

Diabetes mellitus, diabetes
insipida, atrofia del nervio
Optico, alteraciones del tracto
urinario y degeneracién

neural progresiva

Tabla 1. Genes frecuentes de hipoacusia sindromica

Sindrome de Usher:

El sindrome de Usher es una de las causas mas frecuentes de hipoacusia

sindromica de herencia autosémica recesiva. Se caracteriza por retinosis

pigmentaria asociado a pérdida de audicion.
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Se clasifica en tres grupos diferentes segun el fenotipo basandose en el tipo
y grado de hipoacusia, en la presencia o ausencia de afectacion vestibulary
en la edad de aparicidn de la retinosis pigmentaria (Casazza and Meier,
2017). Las caracteristicas clinicas de los tres grupos las resumimos en la

tabla adjunta a continuacion.

Tipo Caracteristicas Clinica vestibular Retinosis
audiologicas pigmentaria

Tipo | Hipoacusia congénita | Severa desde la Inicio en la 12
severo-profunda infancia década de la vida

Tipo Il Hipoacusia congénita | Ausente Inicioentrela 12y la
moderada-severa 22 década de la vida

Frecuencias agudas

Tipo Il Hipoacusia Variable y Variable
progresiva grado aparicion en la (adolescentes-
variable edad adulta adultos)

Tabla 2. Clasificacion clinica del Sindrome de Usher (Hereditary Hearing

Loss Homepage: https://hereditaryhearingloss.org/).

Sindrome de Waardenburg:

Es la causa mds frecuente de hipoacusia hereditaria sindrémica (Casazza and
Meier, 2017) (Cohen and John A. Phillips Ill, 2012). Se hereda de forma
autosémica dominante y tiene una expresion clinica variable. Los sintomas

tipicos son la distopia cantorum (desplazamiento lateral del canto interno
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del ojo), anormalidades pigmentarias en el pelo, ojos y piel (poliosis y
heterocromia de iris, entre otros) e hipoacusia neurosensorial. Se clasifica

en cuatro grupos clinicos:

Grupo Caracteristicas clinicas

Grupo | (mas frecuente) Distopia cantorum

Grupo Il Ausencia de distopia cantorum

Grupo Il (Sindrome Klein-Waardenburg) Grupo | + patologia columna cervical
Grupo IV (Sindrome Waardenburg-Shah) Grupo Il + Enfermedad de Hirschsprung

Tabla 3. Clasificacion Clinica del Sindrome de Waardenburg (Hereditary

Hearing Loss Homepage: https://hereditaryhearingloss.org/).

La pérdida de audicion es frecuente en los cuatro grupos, pero la
prevalencia varia en cada uno de ellos (Grupo I: 52.3%, Grupo Il: 91.6%,
Grupo lll: 57.1% y Grupo IV: 83.5%) (Casazza and Meier, 2017). Ademas, las
malformaciones del oido medio e interno como el acueducto vestibular
dilatado, menor tamafio modiolar y la fijacion del estribo, son detectadas en
las pruebas de imagen de estos pacientes (Casazza and Meier,
2017)(Jonathan M. Melzer et al., 2016).

Se han descrito seis genes relacionados con este sindrome (PAX3, MITF,
EDNRB, EDN3, SOX10 Y SNAI2). Concretamente, SOX10, MITF y SNAI2 han
sido asociados con mayor frecuencia cuando existen alteraciones auditivas

(Song et al., 2016)(Casazza and Meier, 2017).
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Sindrome Branquio-Oto-Renal (BOR):

Presenta una incidencia de 1 de cada 40.000 nacidos y afecta al 2% de los
nifios con sordera profunda (Lucia Borreguero Escribano, 2016). Por tanto,
se considera la segunda causa mas frecuente de hipoacusia hereditaria
sindrémica (Cohen and John A. Phillips Ill, 2012). Es una enfermedad de
herencia autosémica dominante. Las manifestaciones clinicas caracteristicas
son la hipoacusia, anomalias renales, y anomalias morfolégicas en los arcos
branquiales, como fositas y apéndices preauriculares (Lucia Borreguero
Escribano, 2016). La hipoacusia puede ser conductiva, neurosensorial o
mixta y varia desde moderada a profunda (Cohen and John A. Phillips I,
2012). La atresia del conducto auditivo externo y las malformaciones de la
cadena osicular causaran una hipoacusia conductiva, mientras que las
deformidades del oido interno, que incluyen hipoplasia coclear, displasia
vestibular, acueducto vestibular dilatado e hipoplasia del nervio coclear,
pueden provocar una hipoacusia neurosensorial y disfuncion vestibular

(Casazza and Meier, 2017).

Las mutaciones en el gen EYA1 se presentan en el 40% de los pacientes y las
mutaciones en los genes SIX1 y SIX5 también son causantes, aunque en
menor proporcion. Tiene una elevada penetrancia, pero una expresividad

variable (Lucia Borreguero Escribano, 2016).
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Sindrome de Jervell y Lange-Nielsen:

Es la tercera causa de hipoacusia sindrémica de herencia autosdmica
recesiva (Cohen and John A. Phillips Ill, 2012). Se caracteriza por una
hipoacusia neurosensorial congénita y alteraciones en el electrocardiograma
como el intervalo QT largo. No se relaciona con malformaciones del oido
interno y su diagndstico es clinico (Casazza and Meier, 2017). También se
pueden observar disfuncidn vestibular con alteracidn del equilibrio y retraso
motor (Lisbeth Tranebjeerg et al., 2017). El 90% aproximadamente, es
causado por mutaciones en el gen KCNQ1 y el 10% restante es debido a
mutaciones en el gen KCNE1. Estos genes traducen proteinas que
conforman los canales de potasio voltaje-dependiente (Casazza and Meier,

2017).

Sindrome de Pendred:

Se caracteriza por hipoacusia neurosensorial moderada-profunda,
disfuncién vestibular y bocio eutiroideo (Casazza and Meier, 2017). El 50%
de los pacientes, presentan mutaciones en el gen SLC26A4, el cual traduce
proteinas transportadoras de yodo-cloro (Rose et al., 2017). El acueducto
vestibular dilatado es patognomodnico de este sindrome y parece ser el
responsable de la hipoacusia postlingual en estos pacientes. Ademas, las
dimensiones del acueducto vestibular presentan correlacién clinica con el

grado de hipoacusia de transmisidon observado en la audiometria, debido a
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la produccidn de una tercera ventana en el oido interno (Casazza and Meier,

2017).

Sindrome de CHARGE:

CHARGE representa las siglas de coloboma, defectos cardiacos, atresia de
coanas, retraso de crecimiento, genitales hipopldsicos y alteraciones en la
audicion. La hipoacusia puede ser de transmision, neurosensorial o mixta
(Casazza and Meier, 2017). Aproximadamente, 2/3 de los pacientes
presentan mutaciones en el gen CHD7 (Koffler et al., 2015). Las
malformaciones del oido externo como la microtia o la implantacién baja
del pabellon estan presentes en el 95-100% de los pacientes (Huang et al.,
2012). También son frecuentes las malformaciones en el oido interno como
la aplasia del canal semicircular superior, alteraciones de la cadena de

huesecillos e hipoplasia vestibular (Yoon Chan Rah, MD et al., 2016).

Sindrome de Wolfram:

Es un sindrome de herencia autosdmica recesiva caracterizado por
presentar diabetes mellitus, diabetes insipida, atrofia del nervio 6ptico,
alteraciones del tracto urinario y degeneracién neural progresiva (Urano,
2016). La mayoria de los pacientes presentan mutaciones recesivas en el
gen WFS1, concretamente en el cromosoma 4p16.1 (Karzon et al., 2018).

Entre el 65-70% de los pacientes desarrollan hipoacusia neurosensorial,
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presentandose al nacimiento como una pérdida auditiva severa o de inicio
en la adolescencia como una hipoacusia leve progresiva, siendo esta ultima
el debut mas frecuente. Al inicio afecta a las frecuencias graves y
posteriormente a las frecuencias agudas (Karzon and Hullar, 2013). No
debemos confundir la hipoacusia del Sindrome de Wolfram con Ia
hipoacusia debida a la mutacion en el gen WFS1 de herencia autosdmica
dominante, la cual afecta Unicamente a las frecuencias graves y no estard
asociada a otros signos o sintomas caracteristicos de este sindrome (Urano,

2016).

1.3.2 Hipoacusia hereditaria no sindromica

La hipoacusia hereditaria no sindrémica se clasifica y nombra seguin el gen
involucrado (ej. OTOF) o por el locus genético (ej. DFNB9). Los loci de este
tipo de hipoacusia se denominan con las siglas DFN (DeaFNees-sordera en
inglés) y dependiendo del modo de herencia, se afiadird al final la sigla
correspondiente. Es decir, DFNA para los loci con herencia autosdmica
dominante, DFNB a los de herencia autosémica recesiva y DFNX a los ligados
al cromosoma X. Como vemos en el ejemplo anterior, a los acrénimos se les
afiade un indice numérico que hace referencia al orden en que se ha

identificado ese gen (Shearer et al., 1999).

En la fisiologia del oido interno estan involucrados muchos genes, los cuales

codifican proteinas con multitud de funciones, unas conocidas y otras aun
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por determinar. El mecanismo vy la estructura del oido interno son unicos y
distintos a otras ubicaciones anatdmicas, lo que provoca una gran
sensibilidad a las mutaciones en los loci genéticos de este érgano (Egilmez

and Kalcioglu, 2016).

Hasta la fecha, se han relacionado con la hipoacusia no sindrémica un total
de 124 genes; en concreto, 51 autosémicos dominantes (AD), 78
autosdmicos recesivos (AR) y 5 ligados al cromosoma X (Hereditary Hearing

Loss Homepage: https://hereditaryhearingloss.org/).

En el 80% de los casos, la hipoacusia no sindromica prelingual es de caracter
autosdmico recesivo, el 18% autosdémico dominante y entre 1%-2% es de
herencia ligada al X o mitocondrial. Por el contrario, la mayoria de las
hipoacusias no sindromicas postlinguales son debidas a mutaciones

autosomicas dominantes (Shearer et al., 1999).

Clinicamente, la hipoacusia de caracter recesivo suele aparecer de forma
congénita o prelingual y presentar un grado severo, mientras que la mayoria
de las hipoacusias autosomicas dominantes, debutan de forma postlingual

siendo lentamente progresivas (Dominguez Laura M and Dodson, 2012).

Mutaciones en el gen GJB2 son la causa mas frecuente de hipoacusia no

sindromica autosdmica recesiva de cardcter severo-profundo en Ia
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poblacién mundial y mutaciones en el gen STRC, la mas frecuente

autosdmica recesiva de grado leve-moderado (Sloan-Heggen et al., 2016).

GJB2 es un gen que presenta una marcada heterogeneidad alélica. En
multiples ocasiones, se encuentra una mutacion en heterocigosis (es decir,
es uno solo de los alelos) de GJB2 en combinacién con una delecion en
heterocigosis de GJB6. Esta combinacidn ocasiona el mismo tipo de

hipoacusia recesiva no sindrémica (DFN1B) (del Castillo, 2005).

El gen GJB2 codifica una proteina denominada Conexina 26. Esta proteina se
encuentra en las uniones gap transportadoras de iones K+ en el oido
interno, concretamente en el conducto coclear (figura 10) (Korver et al.,

2017).

Cochlea Stria vascularis
v, \
h. 7 Marginal
Stapes Endolymph \wcells
with high K ™~
GJB2 .
Outer
Inner kha“'
halilr 'pe
pe ' Flbrocytes
A of spiral
\ -——/Ilgament
Supportlng
cells

Figura 10. Corte transversal del conducto coclear. Ubicacion de la proteina

Conexina 26.
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Por otra parte, STRC codifica la proteina estereocilina, la cual sirve de

conexioén de los estereocilios a la membrana tectoria (Hilgert et al., 2009).

Otro gen relevante en la poblacidon espafola que provoca hipoacusia no
sindrémica autosdmica recesiva es OTOF que codifica la proteina otoferlina,
la cual, se encarga de la exocitosis de vesiculas sindpticas para la
transduccion de la estimulacion sonora en impulsos nerviosos.
Concretamente en Espafia, la variante patogénica c.2485C>T/p. (GIn829%),
es la tercera causa mas frecuente de hipoacusia prelingual en la poblacion

espanola (Migliosi, 2002).

En cuanto a la hipoacusia de cardcter dominante, el gen TECTA es el gen
mayoritario en nuestra poblacion y codifica la proteina a-tectorina que se
expresa en la membrana tectoria de la coclea y participa en la transmision y

amplificacién del sonido (Hilgert et al., 2009).

Puede ocurrir que diferentes mutaciones en un mismo gen presenten
patrones hereditarios distintos como por ejemplo TECTA (hay mutaciones
de caracter dominante y mutaciones de caracter recesivo) y provoquen
manifestaciones clinicas diferentes como por ejemplo mutaciones en el gen
GJB2 (la mayoria de mutaciones producen pérdida severo-profunda; pero
algunas excepciones se asocian a formas leves). Ademas, diferentes

mutaciones en un gen determinado se puede asociar en ocasiones a
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hipoacusia no sindrémica y a hipoacusia sindrémica (por ejemplo, el gen
COL11A2 que esta asociado a pérdida de audiciéon tipo DFNA13 y al

Sindrome de Stickler (Dominguez Laura M and Dodson, 2012).

1.3.3 Diagndstico genético de las hipoacusias

El estudio genético representa en la actualidad la prueba clinica con mayor
rendimiento diagndstico cuando no se identifica en la historia clinica una
causa evidente de su hipoacusia, tanto en los nifios como en los adultos (Lin
et al., 2011)(Yaeger et al., 2006). Por ello la Comisidon para la Deteccion
Precoz de la Hipoacusia (CODEPEH), ha incluido el estudio genético como
primer paso diagndstico en las hipoacusias perceptivas no sindromicas

(Nunez-Batalla et al., 2020).

Como hemos comentado previamente, es importante el diagnodstico
genético de la hipoacusia mediante paneles de secuenciacidon multigénica
debido, entre otras cosas, a la gran heterogeneidad genética existente en

esta patologia.

Hasta el afio 2010 aproximadamente, el diagndéstico genético de las
hipoacusias se realizaba mediante secuenciacion Sanger (Sanger et al.,
1977). Esta técnica sélo permite secuenciar genes individuales y en primer
lugar es necesario amplificar las regiones de interés del ADN mediante

reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y a continuacion secuenciarlas.

31



Este método tiene una gran sensibilidad y especificidad, sin embargo, su
rendimiento es bajo y tiene un alto coste, ya que el estudio se hace exdn a

exon de cada gen (Shearer and Smith, 2015).

En la actualidad, se utiliza la secuenciacion de nueva generacidon (NGS),
gracias a la cual se puede llevar a cabo el andlisis de muchos genes
simultdneamente por un precio asequible y en poco tiempo. Ademas,
permite analizar varios pacientes a la vez y seleccionar los genes que
queramos; de manera que podemos priorizar los genes que nos interesen
porgue ya hayan sido descritos como causantes de la enfermedad y también

explorar posibles genes candidatos (Shearer and Smith, 2012).

A. Capillary sequencing B. NGS / Massively parallel sequencing (MPS)

amplicon

Bi-directional
2x

SEQUENCE

CATC
TCGCTAGGCTGACATCGCGG
TCGCTAGGCTGACATCGCGG
SGCTAGGCTGACATCGCGGGACC
CTAGGCTGACATCGCGGGACC

ARAACCAGAGTCTAGCACCTTCTCATCAGGAGCAGCGTCTGCCTTCGCTAGGCTGACATCGCGGGACT

G VARIANT G

Figura 11. A la izquierda observamos esquemdticamente la técnica Sanger

y a la derecha la técnica NGS.
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Para el diagndstico de la hipoacusia hereditaria se han elaborado paneles de
genes que han permitido identificar la mutacién causante, en
aproximadamente el 50% de los casos (Tekin et al., 2016). Ya que tenemos
gue tener en cuenta que no todas las mutaciones que encontramos en la

secuenciacion genética van a ser relevantes y causantes de esta patologia.

Segun las recomendaciones publicadas por el Colegio Americano de
Genética Médica y Gendmica y la Asociacion de Patologia Molecular,
podemos clasificar las mutaciones en cinco grupos: variantes patogénicas,
variante probablemente patogénica, variante con significado clinico incierto
(VOUS), variante probablemente benigna y variante benigna. Una mutacidn
se considera patogénica cuando el cambio en esa secuencia genética
repercute directamente en el desarrollo de la enfermedad. Algunas
variantes patogénicas no tienen penetrancia completa. Se denomina
variante probablemente patogénica cuando el cambio en la secuencia es
muy probable que contribuya al desarrollo de la enfermedad, sin embargo,
actualmente la evidencia cientifica es insuficiente para probar esto de
manera concluyente. Las variantes con significado clinico incierto son
aquellas mutaciones de las que actualmente no hay suficiente informacion
para apoyar o descartar su implicacion patoldgica. Determinamos variante
probablemente benigna cuando no se espera que este cambio de secuencia
tenga un efecto importante sobre la enfermedad, sin embargo, ahora la

evidencia cientifica es insuficiente para probar esto de manera concluyente.

33



Por ultimo, una variante es benigna cuando ese cambio de secuencia no es

causante de la enfermedad (Sue Richards et al., 2015).

Otra cuestion importante como clinicos es saber cudndo hay que solicitar un
analisis genético a un paciente. Para ello es imprescindible una completa
anamnesis en la consulta médica sobre los antecedentes familiares
audioldgicos del paciente; las caracteristicas familiares del paciente como es
el tipo de paternidad, si ha sido adoptado o ha sido un embarazo bioldgico,
la existencia de consanguinidad, la nacionalidad y etnia del enfermo; los
antecedentes personales del paciente tanto prenatales como postnatales
como la exposicion a ciertos antibiéticos, infecciones previas, la existencia
de patologias y el neurodesarrollo del enfermo. Ademas, es necesario un
examen fisico minucioso principalmente a nivel otorrinolaringoldgico, para
valorar la existencia de una posible hipoacusia hereditaria sindromica. La
realizacion de pruebas complementarias, dependiendo de la edad vy el tipo
de hipoacusia de nuestro paciente, como son la audiometria tonal u otras
pruebas audioldgicas (otoemisiones, potenciales de tronco cerebral y/o
estado estable), Resonancia Magnética Nuclear (RMN), la Tomografia
Computerizada (TC), serologia, ecografia, andlisis sanguineo y orina,

electrocardiograma, entre otras.

Conocer las mutaciones causantes de la hipoacusia genética nos seran de

utilidad tanto en la prevencidn: al identificar sindromes concretos y de

hipersensibilidad a factores ambientales; en el diagndstico para la posterior
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rehabilitacion y para evitar pruebas innecesarias; en el pronéstico y por
tanto el seguimiento de estos pacientes; en el tratamiento ayudandonos en
la toma de decisiones a la hora de implantar a un paciente o recomendar de
entrada prétesis auditivas y también en el consejo genético y en las
decisiones reproductivas familiares. Por ultimo, el desarrollo de la terapia
génica para las hipoacusias, estd evolucionando a gran velocidad en los
ultimos afos gracias al descubrimiento de nuevas mutaciones relacionadas
con esta patologia (Teresa Rivera-Rodriguez, Carlos Escobar Sanchez, Justo

R. Gdmez Martinez, Laura Cavalle Garrido, 2022).
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

Hipotesis:

En los ultimos 11 afios (de 2006 a 2017, el analisis genético de pacientes con
hipoacusia en nuestro hospital terciario, estaba restringido a detectar las
variantes patogénicas mas frecuentes responsables de hipoacusia
neurosensorial hereditaria en Espafia, en concreto, la secuencia codificante
completa del gen GJB2, las deleciones D1351830 y delD1351854 en el gen
GJB6, la variante OTOF p.Q829X y la mutacion m.3243A > G en el gen
mitocondrial MT-TL1. Este diagndstico genético se basaba en amplificacién
mediante PCR, reaccion en cadena de la polimerasa y secuenciacién

convencional de Sanger.

Desde el afio 2017-2018, el diagndstico genético de la hipoacusia lo
realizamos con un panel de secuenciacién de nueva generacién (NGS), que

nos permite realizar el analisis de muchos genes simultdaneamente.

La hipétesis de nuestro estudio es que con este andlisis detectaremos mas y
nuevas mutaciones que nos permitira mejorar el manejo clinico de nuestros
pacientes, asi como abrir y ampliar posibilidades de investigacion en campos

emergentes como la terapia molecular de estas hipoacusias.

36



Objetivos:

— Determinar el rendimiento diagndstico de nuestro panel NGS en
pacientes con hipoacusia Neurosensorial y/o Mixta Bilateral.

— Identificar los genes mas prevalentes en nuestra muestra.

— Conocer si existe alguna relacion estadisticamente significativa
entre los datos clinicos revisados de nuestros pacientes y el

diagnodstico de hipoacusia hereditaria.

— Analizar los resultados obtenidos para determinar la correlacion
genotipo-fenotipo de hipoacusia, que nos ayude a mejorar e

individualizar el diagndstico y tratamiento de la misma.
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3 MATERIAL Y METODOS:

Este estudio cumple todos los requisitos éticos requeridos. Ha sido
aprobado por el CEIM del Hospital Universitario y Politécnico la Fe de
Valencia, con N2 de registro: 2021-358-1 y firmado el 30/06/2021.

3.1 PACIENTES

Los pacientes incluidos en este estudio fueron diagnosticados de hipoacusia
neurosensorial bilateral sindrémica y no sindrémica, en las consultas de
Otorrinolaringologia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe de
Valencia o derivados a la Unidad de Genética de este Hospital desde
diferentes Servicios de Otorrinolaringologia de la Comunidad Valenciana,

desde enero de 2018 a diciembre de 2020.

Por una parte, se incluyeron pacientes con:

- Diagndstico de HNS bilateral, tanto en edad pediatrica como adulta.

- Historia clinica-audiolégica  sugestiva de causa genética
(antecedentes familiares de sordera, audiometria tonal liminar con
hipoacusia bilateral simétrica).

- Pacientes entre 0 y 1 ano de edad, que no pasaron el screening

auditivo al nacimiento.
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Hemos revisado la historia clinica de un total de 185 pacientes con edades
comprendidas entre los 0 y los 50 afios de edad (Media= 14 afios). Se
recogieron los siguientes datos:

- Sexo

- Edad

- Antecedentes familiares de hipoacusia

- Examen fisico

- Caracteristicas audioldgicas

- Sintomas asociados

- Pruebas de imagen complementarias

- Tratamiento de la hipoacusia

- Genes y mutaciones identificadas

Se les ofrecia realizar la extraccion de su ADN para el analisis de 59 genes
relacionados con la hipoacusia hereditaria. Una vez firmado el
consentimiento informado, acudian a que les realizasen la extraccion de
sangre periférica a partir de la cual se obtuvo el ADN gendmico con un

extractor automatico.

3.2 ESTUDIO AUDIOLOGICO Y EVALUACION CLINICA

Dentro del estudio audioldgico registramos las siguientes caracteristicas
audioldgicas: comienzo de la hipoacusia, tipo, grado, evolucion, frecuencias

afectas y tratamiento considerado para cada uno de los pacientes.
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El comienzo de la hipoacusia lo clasificamos en prelingual (previa al

desarrollo del lenguaje) y postlingual (posterior al desarrollo del lenguaje).

El tipo, las frecuencias afectas y el grado de hipoacusia lo determinamos
segun los potenciales de estado estable o la audiometria tonal realizada a
cada uno de los pacientes en funcidn de la edad. Clasificamos los grados en

leve-moderado (entre 25 y 69 dB) y en severo-profundo (a partir de 70dB).

La evolucion de la hipoacusia la registramos segun el desarrollo en el tiempo
(minimo un afio de evolucién) de las pruebas audioldgicas, clasificandola en
estable (si no se han observado cambios) y progresiva (si ha existido

empeoramiento a lo largo del tiempo)

A todos los pacientes se les realizé en funcidn de la edad o las caracteristicas
del paciente, o bien una audiometria tonal, otoemisiones o unos potenciales
evocados de estado estable para el diagndstico de la hipoacusia a los 3, 6, 9

y 12 meses.

El diagndstico audioldgico es diferente en nifios y adultos.

En el caso de los nifios menores de 3-4 afios, se realizan pruebas objetivas

como son las otoemiones, la timpanometria, reflejo estapedial, potenciales

evocados automaticos de troncoencéfalo y potenciales evocados de estado

estable. Cuando los nifos colaboran, normalmente a partir de los 3-4 afios
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de edad, se realizan audiometrias tonale y verbales, al igual que en el caso

de los adultos.

Ademas, de la exploracion fisica y la otoscopia, a todos los pacientes
diagnosticados de hipoacusia bilateral, se les realiz6 una prueba de imagen
(TAC de Pefiascos y/o RMN de Conducto auditivo interno). Los nifios fueron
derivados a Cardiologia Infantil, Oftalmologia (posibilidad de hipoacusia
sindromica) e Infecciosas, para valoracidon de pruebas diagndsticas frente al

Citomegalovirus.

3.3 PANEL DE GENES DISENADO

En este estudio se ha aplicado un Panel NGS que ha sido disefiado mediante
la herramienta SureDesign de Agilent Technologies para el analisis de
hipoacusias hereditarias. Los genes que se han incluido en este panel han
sido seleccionados a partir de los resultados de diferentes estudios y se han
elegido los genes que tienen una mayor prevalencia en nuestra poblacion
(Cabanillas et al.,, 2018)(Sloan-Heggen et al., 2016)(Yan et al.,, 2017).
Finalmente, el panel contiene las regiones codificantes y las regiones
intrénicas flanqueantes (+/- 25pb) de 59 genes (Tabla 4). El panel también
incluyé cinco regiones intrénicas profundas del gen USH2A donde se han
descrito previamente la presencia de mutaciones patoldgicas (Liquori et al.,

2016).
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A continuacién, vamos a desarrollar cada uno de los genes sindréomicos y no
sindrémicos que hemos incluido en nuestro estudio, al igual que hemos

realizado con los sindromes en el apartado anterior.
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Gen Locus Tipo Proteina Funcidn en el oido Inicio clinico | Caracteristicas
herenc audioldgicas/fenotipo
ia
ACTG1 DFNA20/26 | AD Gamma- Filamento del citoesqueleto Postlingual Progresiva, grado moderado,
actina frecuencias agudas
CDH23* | DFNB12 AR Cadherina-23 | Uniones entre estereociliosy | Prelingual Estable, grado severo-profundo,
quinocilio frecuencias agudas
Sd Usher AR
Tipo 1
CiB2 DFNB48 AR CiB2 Unidn a calcio e integrinas, Prelingual Severo-profunda
estereocilios
Sd Usher AR
Tipo 1
CLDN14 DFNB29 AR Claudina-14 | Uniones intercelulares Prelingual Estable, grado severo-profundo

estrechas
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COCH DFNA9 AD Coclina Células fusiformes de las Postlingual Progresiva, frecuencias agudas
DFNB110 AR fibras nerviosas entre el (22 década) Afectacion vestibular
ganglio auditivo y el epitelio
sensorial
COL11A2 | DFNA13 AD Colageno XI, | Membrana tectoria Postlingual Frecuencias medias
a2 (22 década)
DFNB53 AR Prelingual Estable, grado severo-profundo
GSDME DFNAS5 AD Gasdermin Estria vascular Prelingual/p | Progresiva
ostlingual Grado moderado-severo
Frecuencias agudas
WHRN* DFNB31 AR Whirlina Alargamiento y Prelingual Grado profundo
mantenimiento estereocilios
Sd Usher AR
Tipo 2
PJVK DFNB59 AR Pejvakina Celulas ciliadas interna 'y Prelingual Neuropatia auditiva

nervio auditivo

Progresiva
Grado severo-profundo

Todas las frecuencias
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ESPN DFNB36 AR Espina Citoesqueleto de los Prelingual Posibilidad afectacién vestibular
estereocilios Grado profundo
EYA4 DFNA10 AD EYA4 Organo de Corti Postlingual Progresiva
(32-42 Grado moderado-severo
década) Todas frecuencias
GJB2 DFNA3A AD Conexina 26 | Células de soporte cocleares Prelingual Progresiva
(C. de sosten, fibrocitos del Grado moderado-profundo
ligamento espiral y c. del Frecuencias agudas
limbo espiral) Estable
DFNB1A AR Prelingual
Homeostasis del K+ en la
céclea
GJB6 DFNA3B AD Conexina30 | Células de soporte del oido Prelingual Progresiva, frecuencias agudas y
interno medias
DFNB1B AR Prelingual Estable
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KCNQ4 DFNA2A AD KCNQA Canal K+ voltaje dependiente | Postlingual Progresiva, grado moderado,
Células ciliadas externas (22 década) frecuencias agudas
Afectacion vestibular
LHFPL5 DFNB67 AR LHFPL5 Proteina transmembrane de Prelingual Estable, grado severo-profundo
las celulas ciliadas Afectacion vestibular
LOXHD1 | DFNB77 AR LOXHD1 Citoesqueleto estereocilios Postlingual Progresiva, Grado moderado-
profundo
LRTOMT | DFNB63 AR LRTOMT1y Catecol-O-metiltransferasa Prelingual Estable, grado severo-profundo
LRTOMT2
MYH9 DFNA17 AD Miosina 9 Citoesqueleto estereocilios Postlingual Progresiva, grado moderado-
Estria vascular profundo, frecuencias agudas
MYH14 DFNA4 AD TMIE Citoesqueleto estereocilios Postlingual Fluctuante, progresiva
Grado moderado-profundo
Todas frecuencias
MYO6 DFNA22 AD Miosina 6 Citoesqueleto de los Postlingual Progresiva, grado moderado-
esterocilios (52 década) profundo, frecuencias agudas
Grado profundo
DFNB37 AR Sinapsis auditiva Prelingual Afectacion vestibular
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MYO7A* | DFNA11 AD Miosina 7A Citoesqueleto de los Postlingual Progresiva
estereocilios (12-62 Grado moderado-severo
década) Frecuencias agudas
DFNB2 AR Prelingual Grado profundo
Sd Usher Afectacion del equilibrio
Tipo |
MYO15A | DFNB3 AR Miosina XVA | Citoesqueleto de los Prelingual Estable, Grado Severo-profundo
estereocilios
OTOA DFNB22 AR Otoancorina | Matriz extracelular Prelingual Estable, Grado Severo-profundo
OTOF DFNB9 AR Otoferlina Exocitosis vesiculas sindpticas | Prelingual Estable, Grado severo-profundo
Células ciliadas externas OEA presentes
PEATC ausentes
Neuropatia auditiva
070G DFNB18B AR Otogelina Membrana tectoria Prelingual Estable, Grado leve-moderado
OTOGL DFNB84 AR Prot. Similar | Membrana tectoria Prelingual Estable, frecuencias agudas
a otogelina
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PCDH15* | DFNB23 AR Proto- Adhesion cellular Prelingual Estable, Grado Severo-profundo
cadherina 15 | (estereocilio con quinocilio)
Sd Usher AR
Tipo |
POU4F3 | DFNA15 AD POU4F3 Se expresa durante la Postlingual Progresiva, frecuencias agudas
(Factor de embriogénesis en la vesicula
transcripcid | Otica
n 4 clase 3)
PTPRQ DFNB84 AR PTPRQ Citoesqueleto de los Prelingual Progresiva, Grado moderado-
estereocilios profundo
DFNA73 AD
SLC26A4 | DFNB4 AR Pendrina Transportador de aniones en Prelingual, Estable o progresiva
* la cdclea, laberinto vestibular | postlingual Grado moderado a profundo
Sd AR y saco endolinfatico. Acueducto vestibular dilatado (Sd
Pendred Pendred)
SMPX DFNX4 XLD SMPX Adhesion celular Postlingual Progresiva, Grado moderado a

profundo, frecuencias agudas
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STRC DFNB16 AR Estereocilina | Conexidn de estereociliosala | Prelingual Estable, Grado leve-moderado
membrana tectoria Frecuencias agudas
TECTA DFNA8/12 | AD a- tectorina | Membrana tectoria Prelingual Frecuencias medias
Estable, Grado severo-profundo
DFNB21 AR
TIMMS8A | DFNX DDP Membrana interna Postlingual Progresiva
mitocondrial Grado Severo
Frecuencias graves
TMC1 DFNA36 AD GRHL2 Componente del canal de Postlingual Todas frecuencias
mecanotransduccion Estable, Grado Severo-profundo
DFNB7/11 | AR TMC1 Prelingual
TMPRSS3 | DFNB8/10 | AR TMPRSS3 Enzima proteolitica Postlingual, Progresiva o estable
prelingual
TPRN DFNB79 AR Taperina éCitoesqueleto de los Prelingual Estable, Grado Severo-profundo
estereocilios?
TRIOBP DFNB28 AR TRIOBP Citoesqueleto de los Prelingual Estable, Grado Severo-profundo

estereocilios
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USHic* DFNB18 AR Harmonina Citoesqueleto de los Prelingual Estable, Grado Severo-profundo
estereocilios
Sd Usher AR
Tipo |
USH1G Sd Usher AR SANS Citoesqueleto de los
estereocilios
WFS1* DFNA6/14 | AD Wolframin Canal de Ca2+ Prelingual Progresiva, grado moderado-
/38 severo, frecuencias graves
Sd Tinitus
Wolfram AR
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Tabla 5. Genes incluidos en nuestro estudio. Los genes sefialados con un
asterisco son aquellos que causan tanto hipoacusias no sindrémicas como
sindromicas. AR: autosomico recesivo;, AD: autosomica dominante; XLD:
Ligado al cromosoma X dominante; XLR: ligado al cromosoma X recesivo

(Hereditary Hearing Loss Homepage: https.//hereditaryhearingloss.org/),

(Online Mendelian Inheritance in Man: https://omim.org/).

Intentamos incluir algunas sondas adicionales para las regiones de genes
ESPN, OTOA y STRC que muestran una alta homologia con sus pseudogenes,
ademas de las sondas predeterminadas generadas por el software
SureDesign. Se disefaron e incluyeron tres sondas adicionales para ESPN
(chr1:6500314-6500500, chr1:6500686-6500868, chr1:6505724-6505995) y
siete para OTOA (chrl6:21742158-21742251, chr16:21752042-21752229,
chr16:21756202-21756357, chr16:21763256-21763398, chrl16:21763690-
21763826, chr16:21768403-21768598, chr16:21771791-21772050). Sin
embargo, las herramientas bioinformaticas no lograron disefiar sondas
adicionales para STRC, debido al hecho de que STRC es 99,6% idéntico a su

pseudogen (pSTRC).

Este panel fue validado con las muestras de tres individuos control que ya
habian sido analizados previamente. Uno de los controles es heterocigoto
para la mutacion c.35delG del gen GJB2 y heterecigoto para la delecién

D1351830 en GJB6; el segundo es heterocigoto para la delecion de STRC y
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CATSPERZ2; vy, por ultimo, el tercer control es heterocigoto para la mutacidn

€.2465C>T del gen OTOF.

3.4 SECUENCIACION Y ANALISIS INFORMATICO

3.4.1 Secuenciacion mediante el panel NGS

La preparacion de las librerias y la secuenciacion se llevé a cabo siguiendo el
protocolo de Bravo NGS SureSelectQXT Automated Target Enrichment for
llumina Multiplexed Sequencing de Agilent para plataformas Miseq de

[llumina. (Figura 12 y 13).
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SureSelect T NGS Target Enrichment Workflow

gDNA samples 1,2...n

Fragment DNA and
adaptor-tag DNA ends
Genomic locations of interest in single enzymatic step
Design target sequences Adaptor-tagged DNA library
in SureDesign
i PCR amplify
SureSelect or ClearSeq

Capture Library Prepared DNA library amplicons

Hybridize using SureSelect or ClearSeq Capture Library

Capture Library/prepared DNA library hybrids

Capture hybrids on streptavidin-coated
magnetic beads

Captured, target-enriched DNA library
PCR amplify using

Dual Indexing primers

Dual-indexed, target-enriched DNA library

1 Pool libraries for multiplex sequencing
| (Optional)
v

SureSelect-enriched dual-indexed NGS samples

Figura 12. Protocolo de Bravo NGS SureSelectQXT Automated Target.

Enrichment for lllumina Multiplexed Sequencing de Agilent.
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Figura 13. Robot de Agilent para la realizacion del protocolo Bravo.

3.4.2 Andlisis bioinformdtico

Los datos obtenidos de la secuenciacién, se analizaron con el software
Alissa-Agilent Technologies con respecto al ensamblaje humano
GRCh37/hg19. Este software realiza la alineacion y filtrado de las variantes.
Estas variantes se filtraron de acuerdo con un valor de referencia MAF
(Minor Allele Frecuency) < 0,02. La frecuencia de las variantes se exploré en
la base de datos Exome Aggregation Consortium (ExAC), genomeAD

(https://gnomad.broadinstitute.org/) y en 1000 genomes

(https://www.internationalgenome.org/).
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Para clasificar las variantes también se tuvo en cuenta su anotacidon en

dbSNP  (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), su descripcion en ClinVar

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), Varsome (https://Varsome.com/),

HGMD  (http://www.hgmd.cf.ac.uk/), LOVD (https://www.lovd.nl/) vy

Deafness Variation Database (http://deafnessvariationdatabase.org/),

ademas del tipo de variante.

Se evaluaron nuevas variantes con los predictores incluidos en la web
Varsome y el software Alissa (BayesDel _addAF, DANN, DEOGEN2, EIGEN,
FATHMM-MKL, M-CAP, MVP, MutationAssessor, MutationTaster, REVEL and
SIFT). Para predecir el efecto potencial de las variantes en el “splicing” o
procesamiento de ARN, utilizamos las herramientas bioinformaticas MaxEnt

y Splice Al.

Tanto para el analisis de segregacion familiar como para confirmar las
mutaciones patogénicas y/o probablemente patogénicas responsables de la

hipoacusia, se llevé a cabo la secuenciacidn Sanger.

3.4.3 Anadlisis CNVs:

Para detectar variaciones en el nimero de copias (CNVs), llevamos a cabo
un andlisis con el programa DECoN v1.0.2. de libre acceso en

https://github.com/RahmanTeam/DECoN. Es una herramienta que detecta

las variantes en el numero de copias a partir de las secuencias alineadas,
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basandose en el numero de lecturas de cada posicion. Las
deleciones/duplicaciones obtenidas se comprobaron mediante la técnica de

MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).

Las deleciones descritas anteriormente que afectan al locus DFNB1 se
confirmaron mediante PCR multiple (del Castillo, 2005). Esta PCR tiene
como objetivo llevar a cabo la amplificacion del exon 1 de GJB6 vy las
deleciones del (GJB6-D13S1830) y del (GJB6-D1351854). Las condiciones
para llevar a cabo esta PCR se obtuvieron del trabajo original donde se puso

a punto (del Castillo, 2005). (Figura 15).
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Figura 15. PCR multiplex para la deteccion de del (G/JB6-D1351830) y del
(GJB6-D1251854). (A) En el esquema observamos la posicion de cada uno de
los primers. (B) Como resultado de esta PCR podemos obtener bandas de 3
tamanos diferentes, las cuales corresponden a cada uno de los amplificados.
El pocillo A de esta electroforesis corresponderia a un paciente que no
presenta ninguna delecion; el B seria heterocigoto para del (GJB6-
D1251854); el C seria heterocigoto para ambas deleciones; el D seria

heterocigoto para del (GJB6-D1351830); y el E seria homocigoto para

del(GJB6-D1351830).
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3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos clinicos y fenotipicos se registraron en el software Microsoft Excel.
El analisis descriptivo de las variables se representd en tablas de
contingencia; mientras que el comparativo se realizé mediante chi-cuadrado
considerando significativo con p < 0,05. Asimismo, la estimacién de
probabilidades de diagndstico genético se llevo a término mediante
regresion logistica, haciendo uso del método “backward” para la seleccién
del mejor modelo. Para el analisis estadistico previamente descrito, se
empled el RStudio (vesidn 4.2.2), haciendo uso de los paquetes basicos del

software.
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4 RESULTADOS

Hemos diagnosticado genéticamente un total de 84 pacientes (72 familias)

de los 185 pacientes analizados mediante la secuenciacién de este panel

NGS, obteniendo una ratio de eficacia del 45,40%.

Hemos encontrado mutaciones en 27 de los 59 genes analizados: Locus

DFNB1 (gen GJB2 y GJB6), genes MYO6, TECTA, TMPRSS3, OTOF, USH2A,

COL11A2, ESPN, OTOG, STRC, WFS1, MYO15A, EYA4, EYA1, KCNQ4, ADGRV1,

MYO7A, SMPX, POU3F4, LOXHD1, SLC26A4, OTOA, CDHZ23, PCDH15, ACTG1,

PAX3, MITF. (Figura 15)

= DFNB1

u TECTA

= OTOF
USH2A

= STRC

= ESPN
EYA4

= KCNQ4

= MYO7A

POU3F4
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= CDH23

ACTG1

s MITF

= MYO6

= TMPRSS3

= COL11A2

= 0TOG

= WFS1

= MYO15A

EYA1

= ADGRV1

= SMPX

= LOXHD1

= OTOA

m PCDH15

PAX3

Figura 16. Numero de pacientes diagnosticados genéticamente tras el

analisis NGS.
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En la figura 17 se resumen algunas caracteristicas clinicas de los pacientes.

La media de edad de nuestros pacientes es 14.85 (0-50 afios),
concretamente, el 64% (118/185 pacientes) son nifios menores de 15 afios y
el 36% (66/185 pacientes) son adultos; siendo el 55.14% (102 pacientes) del

sexo femenino y el 44.86% (83/185 pacientes) del sexo masculino.

El 50.27% (92/185 pacientes) tienen antecedentes familiares de hipoacusia.
En 117 pacientes (63.24%) el inicio de la hipoacusia fue postlingual y en 68

pacientes (36.76%), el inicio fue prelingual.

El 98.91% (183/185 pacientes) de los pacientes fueron diagnosticados de
una hipoacusia neurosensorial y sélo 2 pacientes (1,65%) de una hipoacusia
mixta. El 85.56% (154/185 pacientes) presentan una hipoacusia bilateral
simétrica, siendo el 57,46% (104/185 pacientes) de un grado leve-

moderado, y el 42,54% (77/185 pacientes) con un grado severo-profundo.
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Figura 17. Caracteristicas clinicas de los pacientes. Podemos observar el
porcentaje de pacientes con algunas de las caracteristicas clinicas

analizadas. AF: antecedentes familiares.

El 41,48% (73/185 pacientes) presentaban una hipoacusia progresiva y el
57,95% (102/185 pacientes) una hipoacusia estable. En 121 pacientes
(67,98%) la sordera afectaba a frecuencias agudas y graves, en 50 pacientes
(28,09%) soélo las frecuencias agudas y en 7 pacientes (3,93%) sélo las

frecuencias graves.

El 60% (110/185) de los pacientes eran portadores de protesis auditivas y el

20% (17/185) de implante coclear.

61



Analizamos por separado los pacientes con un diagndstico genético positivo
y negativo. El 65% (52/84 pacientes) de los pacientes con un diagndstico
genético positivo tiene antecedentes familiares de hipoacusia, por el
contrario, sélo el 38,83% (40/101 pacientes) de los pacientes no

diagnosticados genéticamente los presentaban.

Mediante un analisis estadistico chi-cuadrado, comprobamos la relacién
positiva entre tener antecedentes familiares de hipoacusia y diagnosticarla
genéticamente, por lo que podemos afirmar que existe una relacion
estadisticamente significativa (p valor=0.0007) entre presentar
antecedentes familiares de hipoacusia y diagnosticar la causa genética de

la misma.

Ademds, detectamos que el 44% (36/84 pacientes) de los pacientes
diagnosticados genéticamente tenian una hipoacusia de inicio prelingual,
por el contrario, del grupo de pacientes no diagnosticados, sélo el 31%

(32/101 pacientes) tenian un inicio prelingual de la clinica.

Cuando realizamos el analisis estadistico chi-cuadrado, también obtuvimos
una relacién positiva estadisticamente significativa (p valor= 0.0075) entre
los pacientes con antecedentes familiares e hipoacusia prelingual y el
diagnastico genético, confirmando que diagnosticamos genéticamente mas
pacientes con antecedentes familiares e hipoacusia prelingual que pacientes

con antecedentes familiares e hipoacusia postlingual. En cambio, no
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obtuvimos un resultado estadisticamente significativo cuando analizamos el
resultado genético positivo con la variable “inicio de la hipoacusia” por si

sola.

En ambos grupos la hipoacusia neurosensorial bilateral simétrica fue
predominante (el 87% /84 de los pacientes diagnosticados genéticamente y
el 84% /101 de los pacientes no diagnosticados) al igual que el grado leve-
moderado (58% /84 y 57% /101, respectivamente) y la afectacion de ambas
frecuencias (72% /84 y 64% /101, respectivamente). Si que obtuvimos
diferencias entre ambos grupos, aunque no estadisticamente significativas,
en la variable “progresion de la hipoacusia”, ya que el 68% (55/84 pacientes)
de los pacientes con diagndstico genético positivo presentaban una
hipoacusia estable, por el contrario, el 51% (51/101 pacientes) de los
pacientes no diagnosticados genéticamente presentaban una hipoacusia

progresiva.

Realizamos una regresidn logistica para estimar la probabilidad de
diagnosticar genéticamente la hipoacusia segun las variables estudiadas de
nuestros pacientes. Como vemos en la tabla inferior (Tabla 6), obtuvimos
gue los pacientes con antecedentes familiares de hipoacusia (afsi), tienen
3.5 veces mas de probabilidad de confirmarse la causa genética de su
hipoacusia, al igual, que los pacientes con hipoacusia de inicio prelingual
(inicioprelingual), tienen 2.5 veces mas de probabilidad de diagnosticarlos

genéticamente; siendo ambos datos estadisticamente significativos (p
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valor <0,05). Para el resto de variables no obtuvimos significacion

estadistica.

Si analizamos sélo a los pacientes con 0 aflos que no pasaron el screening
auditivo al nacimiento, es decir, prospectivos, obtuvimos un total de 38
pacientes, siendo en 28 de ellos el resultado genético positivo. Es decir, un
ratio de eficacia del 73,68%. Con este dato, podemos reafirmar que realizar
el panel de genes en los pacientes con hipoacusia congénita o prelingual
tiene mayor eficacia diagndstica que si se realiza a los pacientes con
hipoacusia prelingual y postlingual de forma conjunta. El gen mas
frecuente detectado en este grupo de pacientes también ha sido el locus
DFNB1 en 11 pacientes, seguido de los genes TECTA, OTOF y SLC26A4,

detectados en dos pacientes en cada uno de ellos.
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Variables Estimate  Std..Error OR Lower.95. Upper.95. P.value

(Intercept) -1.339 0.543 0.262 0.087 0.74 0.014
afsi 1.261 0.346 3.528 1.821 7.106 <0.001
edad_catadultos -0.008 0.402 0.992 0.451 2.194 0.984
audiometriasimetria 0.067 0.456 1.07 0.441 2.68 0.883
inicioprelingual 0.918 0.417 2.505 1.124 5.809 0.028
AlC 235.678

”

Tabla 6. Regresion logistica. Las filas sefialadas en negrita son las variable “antecedentes familiares de hipoacusia
(afsi) y la variable “inicio prelingual” (inicioprelingual). Variable edad categorizada en nifios y adultos
(Edad_catadultos). Variable audiometria simétrica/asimétrica (audiometriasimetrica). OR: Odds Ratio; P.value: p

valor.
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En las tablas 7A, 7B y 7C, detallamos los datos clinicos y genéticos de los pacientes diagnosticados genéticamente.

e e e e

Fa | Pacie | Cédigo | Sexo | Edad | Diagndstico Gen Alelo 1 Alelo 2 Fenotipo

mi | nte

lia

1 1 33311 | M 1 HNS GJB2 c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) .35delG/p.(Gly12Valfs*2) | HN bilateral, simétrica,
NM_004004.5 (Zelante, 1997) (Zelante, 1997) prelingual, severa, estable

2 2 35961 F 2 HNS GJB2 c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) HN bilateral, simétrica,
NM_004004.5 (Zelante, 1997) (Zelante, 1997) prelingual, moderada,

estable

3 3 39026 | F 0 HNS GJB2 c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) | HN bilateral, simétrica,

NM_004004.5 (Zelante, 1997) (Zelante, 1997)

prelingual, severa-

profunda, estable
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39611 HNS GJB2 ¢.596C>T/p.(Ser199Phe) c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) HN bilateral, simétrica,
NM_004004.5 (Green, 1999) (Zelante, 1997) postlingual, severa,
estable
40372 HNS GJB2 ¢.617A>G/p.(Asn206Ser) ¢.269dup/p.(Val91Serfs*1 HN bilateral, simétrica,
NM_004004.5 (Marlin et al., 2001) 1) (Denoyelle et al., 1999) postlingual, leve—
moderada, estable
42105 HNS GJB2 ¢.101T>C/p.(Met34Thr) (D. c.427C>T/p.(Argl43Trp) HN bilateral, simétrica,
NM_004004.5 P. Kelsell, J. Dunlop, (Kenneson et al., 2002) prelingual, moderada,
H.P.Stevens, N.J. Lench, J.N. estable
Liang, G. Parry, R.F. Mueller
& 1. M. Leigh, 1997)
28981 HNS GJB2 c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) HN bilateral, simétrica,
NM_004004.5 (Zelante, 1997) prelingual, profunda,
estable
GJB6 del(GJB6-D1351830)
NM_001110219.2 (del Castillo et al., 2002)
34307 HNS GJB2 €.269dup/p.(Val91Serfs*11) HN bilateral, simétrica,
NM_004004.5 (Denoyelle et al., 1999)

prelingual, profunda,

estable
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GJB6
NM_001110219.2

del(GJB6-D1351830)
(del Castillo et al., 2002)

9 37468 HNS GJB2 €.617A>G/p.(Asn206Ser) HN, bilateral, simétrica,
NM_004004.5 (Marlin et al., 2001) prelingual, profunda,
estable
GJB6 del(GJB6-D1351830)
NM_001110219.2 (del Castillo et al., 2002)
10 42714 HNS GJB2 €.269dupT/p.(Val91Serf*11 | c.-23+1G>A HN OD moderada y H
(Denoyelle et al., 1999) (del Castillo et al., 2002) Mixta Ol severa,
postlingual, progresiva
11 42750 HNS GJB2 c.35delG/p.(Gly12Valfs *2) c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) HN bilateral, simétrica,

(Zelante, 1997)

(Zelante, 1997)

prelingual,

profunda, estable

TC: CSLD hipoplasico +

casi estendticos
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1 12 46964 HNS GJB2 c.427C>T/p. (Argl43Trp) ¢.596C>T/p.(Ser199Phe) HN bilateral, postlingual,

2 (Kenneson et al., 2002) (Green, 1999) severa-profunda,
progresiva + vértigo

1 13 47355 HNS GJB2 c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) ¢.358_360delGAG HN bilateral prelingual

3 (Zelante, 1997) (Najmabadi et al., 2005) moderada, estable

1 14 47997 HNS GJB2 c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) HN bilateral, prelingual,

a (Zelante, 1997) (Zelante, 1997) severa, estable

1 15 46035 HNS GJB2 c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) HN bilateral, prelingual,

5 (Zelante, 1997) (Zelante, 1997) severo-profunda, estable

1 16 49543 HNS GJB2 c.427C>T/p. (Argl43Trp) c.35delG/p.(Gly12Valfs*2) HN bilateral, prelingual,

6 (Kenneson et al., 2002) (Zelante, 1997) severa, estable
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17 37439 HS STRC + CATSPER2 Delecién de genes Delecién de genes HN bilateral, simetrica,
(DIS) NM_153700.2 completos (15q15) completos (15q15) postlingual, moderada,
(Zhang et al., 2007) (zhang et al., 2007) estable
GJB2 ¢.101T>C/p.(Met34Thr)
NM_004004.5 (D. P. Kelsell et al., 1997)
18 33416 HS STRC Delecidn de genes Delecién de genes HN bilateral, simetrica,
(DIS) + CATSPER2 completos (15q15) completos (15g15) postlingual, moderada,
NM_153700.2 (zhang et al., 2007) (zhang et al., 2007) estable
19 37112 HNS STRC + CATSPER 2 Delecién de genes Delecién de genes HN bilateral, simetrica,
(DIS) NM_153700.2 completos (15q15) completos (15q15) postlingual, moderada,
(Zhang et al., 2007) (zhang et al., 2007) estable
20 31410 HNS OTOF c.4275G>A/p.(Trpl425 *) €.2485C>T/p.(GIn829 *) HN bilateral, simetrica,
NM_194248.2 (Rodriguez-Ballesteros et (Migliosi, 2002) prelingual, profunda,
al., 2003) estable
21 40184 HNS OTOF €.2485C>T/p.(GIn829 *) €.2485C>T/p.(GIn829 *) HN bilateral, simetrica,
NM_194248.2 (Migliosi, 2002) (Migliosi, 2002) prelingual, profunda,

estable
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22 41793 0 HNS OTOF €.2485C>T/p.(GIn829 *) €.2485C>T/p.(GIn829 *) HN bilateral, simetrica,
NM_194248.2 (Migliosi, 2002) (Migliosi, 2002) prelingual, profunda,
estable
23 42351 0 HNS OTOF C.2485C>T/p.(GIn829%) €.4739T>G/p.Leul580Arg | HN bilateral, prelingual,
(Migliosi, 2002) simétrica, profunda
24 34197 54 HNS LOXHD1 €.3419dup/p.(Leu1140Phef | c.3419dup/p.(Leul140Ph HN bilateral, simetrica,
NM_144612.6 s *5) efs *5) postlingual, moderada—
severa, progresiva
25 34865 7 HNS LOXHD1 c.4480C>T/p.(Argl1494*) c.4480C>T/p.(Argl1494*) HN bilateral, simetrica,
NM_144612.6 (Eppsteiner et al., 2012) (Eppsteiner et al., 2012) postlingual, moderada,
progresiva
26 29440 33 HNS OTOA ¢.877C>T/p.Q293* Delecién de genes HN bilateral, postlingual,
NM_144672.3 completos (16912.2

region)

(Shahin et al., 2010)

moderada, estable
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27 37140 1 HNS OTOA Delecidn de genes Delecidn de genes HN bilateral, simetrica,
NM_144672.3 completos (16g12.2 region) completos (16912.2 postlingual, moderada,
(Shahin et al., 2010) region)(Shahin et al., estable
2010)
28 29865 46 HNS TMPRSS3 €.1276G>A/p.(Ala426Thr) ¢.1159G>A/p.(Ala387Thr) HN bilateral, simetrica,
NM_024022.2 (Wattenhofer et al., 2002) (Miyagawa et al., 2013) postlingual, leve—
moderada, progresiva
29 38198 40 HNS TMPRSS3 €.1276G>A/p.(Ala426Thr) €.235T>C/p.(Cys79Arg) HN bilateral, simetrica,
(Wattenhofer et al., 2002) postlingual, profunda,
progresiva
30 48387 25 HNS TMPRSS3 c.413C>A/p.(Ala138Glu) ¢.413C>A/p.(Ala138Glu) HN bilateral, simetrica,
NM_024022.2 (Hutchin et al., 2005) (Hutchin et al., 2005) postlingual, severa,
frecuencias altas,
progresiva
31 50305 0 HNS TMPRSS3 €.1276G>A/p.(Ala426Thr) ¢.1057G>A/p.(Ala353Thr) HN bilateral simétrica
(Wattenhofer et al., 2002) prelingual, profunda
32 42108 1 HNS MYO15A c.8968-1G>T c.8968-1G>T HN, bilateral, simetrica,
NM_016239.3 (Kalay et al., 2007) (Kalay et al., 2007)

prelingual, severa-

profunda, estable
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33

46511

HNS

MYO15A

c.2311delT/p.Ser77Hisfs*10
(Nal et al., 2007)

c.2311delT/p.Ser77Hisfs*10
(Nal et al., 2007)

HN bilateral, simétrica,
prelingual, moderada,

estable

34

37513

HNS/EVA

SLC26A4
NM_000441.1

¢.1540C>A/p.(GIn514Lys)
(Pera et al., 2008)

¢.1540C>A/p.(GIn514Lys)
(Pera et al., 2008)

HN, bilateral, asimetrica,
postlingual, OD: profunda
Ol: moderada, estable

TC: EVA

35

26580

HNS

SLC26A4

c.1001+1G>A
(Pera et al., 2008)

€.2219G>T/p.Gly740Val
(Pera et al., 2008)

HN, prelingual, simétrica,
profunda, malformacién
coclear tipo Mondini
(Particion incompleta
Tipo Il bilateral),
agenesia/hipogenesia
extrema nervio coclear

derecho.

36

36777

HNS

070G
NM_001277269.1

¢.2140dup/
p.(Ser714Lysfs *22)

¢.2140dup/
p.(Ser714Lysfs *22)

HN bilateral, simetrica,
prelingual, moderada,

estable
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37 44479 2 HNS O0TOG ¢.6489G>A/p.(Trp2163*) €.7454delG/p.(Arg2485Hisfs*77) HN bilateral, simétrica,
(Schraders et al., 2012) )
prelingual, moderada,
estable
38 44480 2 HNS 070G €.6489G>A/p.(Trp2163*) C.7454delG/p.(Arg2485Hisfs*77) | HN bilateral, simétrica,
(Schraders et al., 2012) )
prelingual, moderada,
estable
39 39949 18 HNS TECTA ¢.4055G>A/p.(Cys1352Tyr) ¢.4055G>A/p.(Cys1352Ty) HN bilateral, prelingual,
NM_005422.2 (Hutchin et al., 2005) (Hutchin et al., 2005) moderada
MYO7A ¢.5648G>A/p.(Arg1883GlIn)
NM_000260.3 (Ouyang et al., 2005)
40 40453 40 HNS MYO7A €.1232T>C/p.(Vala11Ala) c.6025del/p.(Ala2009Profs *32) HN bilateral, simétrica,
(Kothiyal et al., 2010)
NM_000260.3 postlingual, leve-
moderado, estable
41 27862 30 USH ADGRV1 ¢.12528-1G>T(Garcia- ¢.17933A>G/p.(His5978Arg) HN bilateral congenita,
NM_032119.3 Garcia et al., 2013) (Besnard et al., 2012) moderada,

retinitis pigmentaria
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42 45023 30 USH ADGRV1 €.7129C>T; p.Arg2377 €.8875C>T;p.Arg2959 HN bilateral postlingual,
(Besnard et al., 2014) (Sommen et al., 2016). severa, retinitis
pigmentaria
43 30816 1 USH CDH23 €.310G>T/p.(Glu104*) €.2289+1G>A HN bilateral, simétrica,
NM_022124.5 (Astuto et al., 2002) prelingual, profunda,
estable, bilateral,
arreflexia vestibular
bilateral
retinitis pigmentaria
44 27734 49 USH USH2A €.9799T>C/p.(Cys3267Arg) | c.9676C>T/p.(Arg3226%) HN bilateral, simetrica,
NM_206933.2 (Aller et al., 2006) (Neuhaus et al., 2017) postlingual, moderada,
estable,
retinitis pigmentaria
45 11153 0 USH USH2A €.9799T>C p.(Cys3267Arg) €.229C>T;p.GIn77* HN bilateral, simétrica,

(Aller et al., 2006)

prelingual, moderada,
estable, retinitis

pigmentaria
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4 46 48654 | M 30 USH USH2A €.5549dupA; p.Tyr1850fs €.2299delG; p.Glu767Serfs | HN bilateral, simétrica,
R (Fowler et al., 2016) postlingual, moderada,
estable
4 47 42405 | M 0 USH PCDH15 €.3732+2dupT €.2766+2T>C HN, bilateral, prelingual,
4 simétrica, profunda,
estable
Familia | Paci | Cddigo Se Ed | Diagné | Gen Alelo 1 Alelo 2 Fenotipo
ente xo | ad | stico
45 48 32954 M | 46 | HNS MYO6 €.2545C>T/p.(Arg849 *) HN, bilateral, simetrica,
NM_004999.3 (Sanggaard et al., 2008) postlingual, moderada,
estable
45 49 32955 F 15 | HNS MYO6 €.2545C>T/p.(Arg849 *) HN, bilateral, simetrica,
NM_004999.3 (Sanggaard et al., 2008) moderada, estable
46 50 35197 F 37 | HNS MYO6 ¢.1666C>T/p.(Arg556*) HNS, bilateral, simetrica,
NM_004999.3 postlingual, moderada,
estable
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47 51 40488 30 | HNS MYO6 ¢.1224-9del HN, bilateral, asimetrica,
NM_004999.3 postlingual, severa—
profunda, progresiva
48 52 31110 42 | HNS MmMyo6 €.1674+1G>A HN, bilateral, simetrica,
NM_004999.3 postlingual, moderada,
estable
48 53 36163 32 | HNS MmMyo6 €.1674+1G>A HN, bilateral, simetrica,
NM_004999.3 postlingual, moderada,
estable
ESPN €.2467C>T/p.(GIn823 *)
NM_031475.2
49 54 29272 46 | HNS MYo6 €.2751dupA/ HN, postlingual
NM_004999.3 | p.(GIn918Thrfs*24)
(Kwon et al., 2014)
ESPN €.2230G>A/p.(Asp744Asn)
NM_031475.2 | (Donaudy, 2005)
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49 55 41950 61 HNS MYO6 €.2751dupA/p.(GIn918Thrfs*24) HN, postlingual
NM 004999.3 ( Sanggaard et al., 2008)
ESPN €.2230G>A/p.(Asp744Asn)
NM_031475.2 (Donaudy, 2005)
50 56 41268 18 | HNS MYO6 €.494T>G/p.(Leu165Arg) HN, bilateral, simetrica,
NM_004999.3 postlingual, profunda,
progresiva, tinnitus
MYO7A ¢.1997G>A/p.(Arg666Gln) €.3527G>A/p.(Ser1176As)
NM_000260.3 (Bonnet et al., 2016) (Sloan-Heggen et al.,
2016)
51 57 46564 7 HNS MYO6 €.2912_2913delGA/ HN bilateral postlingual
p.(Arg97Lysfs*6) moderada progresiva
52 58 33945 3 HNS TECTA €.5668C>T/p.(Arg1890Cys) HN, bilateral, asimetrica
NM_005422.2 (Plantinga et al., 2006)

prelingual, moderada,

estable
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53 59 35453 2 HNS TECTA ¢.5383+5_5383+8del HN, bilateral, simetrica,
NM_005422.2 (Hildebrand et al., 2011) prelingual, moderada,
estable
54 60 38971 0 HNS TECTA €.5509T>G/p.(Cys1837Gly) HN, bilateral, simetrica,
NM_005422.2 (Moreno-Pelayo et al., n.d.) prelingual, moderada,
estable
54 61 39927 0 HNS TECTA €.5509T>G/p.(Cys1837Gly) HN, bilateral, asimetrica,
NM_005422.2 (Moreno-Pelayo et al., n.d.) prelingual, moderada—
severa, progresiva
55 62 47579 18 | HNS TECTA €.5509T>G/p.Cys1837Gly) HN, bilateral asimétrica,
(Moreno-Pelayo et al., n.d.) postlingual, leve-
moderada, progresiva
55 63 47580 40 | HNS TECTA €.5509T>G/p.Cys1837Gly) HN, bilateral simétrica,
(Moreno-Pelayo et al., n.d.) postlingual, moderada,
progresiva
56 64 4293 6 HNS COL11A2 ¢.1748G>A/p.(Gly583Asp) HN, bilateral, simetrica,
NM_080680.2

postlingual, estable
HN, bilateral, asimetrica,

postlingual, OD: leve—
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56 65 31449 35 | HNS COL11A2 €.1748G>A/p.(Gly583Asp) moderada; Ol:
NM_080680.2 moderada-severa,
estable
57 66 35238 6 HNS COL11A2 €.4392+1G>A HN, bilateral, simetrica,
. NM_080680.2 Brunner et al., 1994 i
/Stickl _ ( ) postlingual, moderada,
estable, perfil facial
er
plano, raiz nasal hundida,
nariz corta con fosas
nasales antevertidas,
problemas
osteoarticulares
57 67 42783 37 | HNS COL11A2 €.4392+1G>A HN bilateral leve, perfil
. NM_080680.2 Brunner et al., 1994 i
/Stickl _ ( ) facial plano, problemas
osteoarticulares,
er
alteraciones
maxilofaciales
58 68 40431 5 HNS WFS1 ¢.1463_1474dup/ HN, bilateral, asimetrica,
NM_006005.3 p.(Vald91_Pro492insLeulleThrVal)

postlingual, OD: profunda

Ol: severa, progresiva,
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59 69 42125 5 HNS WFS1 ¢.2108G>A/p.(Arg703His) HN bilateral, simetrica,
NM_006005.3 (Sun et al., 2011) postlingual, severa—
profunda, progresiva,
frecuencias graves
60 70 44676 2 HNS WFS1 €.2389G>A/p.Asp797Asn HN bilateral, simétrica,
(Rendtorff et al., 2011) postlingual, severa,
progresiva, todas las
frecuencias
61 71 36655 7 HNS KCNQ4 €.857A>G/p.(Tyr286Cys) HN bilateral, simetrica,
NM_004700.3 (Lucia Borreguero Escribano, 2016) postlingual, moderada,
progresiva
61 72 44138 46 HNS KCNQ4 ¢.857A>G/p.(Tyr286Cys) HN bilateral, simetrica,
NM_004700.3 (Lucia Borreguero Escribano, 2016) postlingual, moderada,
estable
62 73 39490 45 HNS ACTG1 ¢.895C>G/p.(Leu299Val) HN bilateral, asimetrica,

NM_00119995
4.1

(Miyagawa et al., 2013)

postlingual, OD:
moderada Ol: severa,
progresiva, frecuencias

medias y altas
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63 74 40519 40 | HNS EYA4 €.988C>T/p.(GIn330 *) HN bilateral, asimetrica,
NM_004100.4 (Shinagawa et al., 2020) postlingual, OD: profunda
Ol severa, progresiva,
tinnitus,
disminucién tamafio
ambos nervios cocleares
64 75 44545 20 | HNS EYA4 €.1707delC/p.lle570Leufs*10 HN bilateral, simétrica,
postlingual, moderada,
progresiva
65 76 12227 34 | WS MITF €.943C>T/p.(Arg315 *) HN prelingual, mechén
NM_198159.2 (Nobukuni and Tachibana, 1996) capilar blanco,
heterocromia iris
GJB6 Del (GJB6-D1351830)
NM_00111021 | (del Castillo et al., 2002)
9.2
66 77 50291 0 WS PAX3 €.167G>T/p.Arg56Leu
HN unilateral derecha
profunda
GJB2 ¢.1A>G/p.Metl Asimetria renal

(Kenna et al., 2010)
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67

78

37350

BOR

EYA1
NM_000503.5

¢.1540_1542del/p.(Leu514del
(Wu et al., 2019)

H Mixta, bilateral,
prelingual, moderado-
sever0, estable,

Fistula 22 arco branquial,
Dismorfia facial

TC: particién incompleta
tipo Il bilateral
Recorrido anémalo de

nervio facial izq

68

79

47560

BOR

EYA1

¢.743_744dupCG/
p.Thr249Argfs*118

Pendiente de PEATC
Otoemisiones no pasa
Fositas y apéndices

auriculares
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Familia Paciente Cédigo Sexo Edad Diagnéstico Gen Alelo 1 Alelo 2 Fenotipo
69 80 34796 M 1 HNS POU3F4 €.977T>C/p. H Mixta, bilateral simétrica, prelingual,
(XLR) (Phe326Ser) moderada, progresiva,
NM_00
0307.4 Malformacién de Mondini (particién
incompleta tipo Il1)
70 81 28239 M 7 HNS POU3F4 Xg21.1 H mixta bilateral, simétrica, postlingual,
(XLR) severa, progresiva
Malformacién de Mondini (particién
incompleta tipo Ill)
71 82 14285 M 4 HNS SMPX c.20del/p. HN, bilateral, simétrica, postlingual,
(XLD) (Pro7Glinfs *74) moderada, progresiva
71 83 41863 F 30 HNS SMPX c.20del/p. HN, bilateral, simétrica, postlingual,
(XLD) (Pro7Ginfs *74) moderada, progresiva, frecuencias agudas

Tabla 7(A, B Y C). Variantes detectadas causantes de hipoacusia y datos clinicos de los pacientes diagnosticados.
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En la tabla indicamos la familia, el cédigo del paciente, el sexo, la edad (indicada en afios), el tipo de hipoacusia, el
gen mutado, las variantes y el fenotipo. Las variantes descritas en la tabla son patogénicas o probablemente
patogenas. Las mutaciones nuevas identificadas estdn marcadas en negrita. M: masculino, F: femenino, HNS:
Hipoacusia no sindromica, HN: Hipoacusia neurosensorial, H: Hipoacusia, OD: oido derecho, Ol: oido izquierdo, CSLD:
canal semicircular lateral derecho, TC: TAC Pefiascos, EVA: acueducto vestibular dilatado, USH: sindrome de Usher,
WS: sindrome de Waardenburg, BOR: sindrome braquio-oto-renal, XLR: recesivo ligado al X, XLD: dominante ligada al

X.

Hemos detectado 79 mutaciones diferentes, de las cuales 28 no han sido descritas previamente. Estas nuevas

variantes las hemos marcado en negrita en la tabla.
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4.1 Pacientes con hipoacusia Autosomico recesiva:

Se han detectado mutaciones que siguen un patrén de herencia autosémica
recesiva en el locus DFNB1 y los genes TMPRSS3, OTOF, USH2A, OTOG,
STRC, MYO15A, ADGRV1, MYO7A, LOXHD1, SLC26A4, OTOA, CDH23,
PCDH15, TECTA.

Mutaciones en el locus DFNB1 se han detectado con mayor frecuencia en 16
pacientes, todos de diferentes familias. A continuacién, mutaciones en el
gen TMPRSS3, en el gen OTOF y en el gen USH2A han sido detectadas en 4
pacientes cada uno, siendo dos pacientes del gen TMPRSS3, de la misma

familia.

Mutaciones en OTOG (2 pacientes pertenecen a la misma familia) y STRC en
3 pacientes respectivamente; en MYO15A, ADGRV1, MYO7A, LOXHDI,
SLC26A4, OTOA y CATSPER2 en 2 pacientes y en CDH23, PCDH15 y TECTA,

en un paciente.

Si hablamos concretamente de los pacientes con hipoacusia causada por el
locus DFNB1, el 100% (16/16) son nifios, con inicio prelingual en el 75%
(12/16) de ellos, el 87.5% (14/16) presentan una hipoacusia bilateral
simétrica estable, siendo de grado severo-profundo en el 75% (12/16) de los

pacientes.
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En nuestro estudio, la mutacién del gen GJB2 detectada con mayor
frecuencia fue c.35delG, concretamente en 10 pacientes de los 16 ligados al
gen GJB2, siendo detectada en 6 pacientes en homocigosis. El 100% (10/10)
de nuestros pacientes con esta mutacion presentaban una hipoacusia
bilateral simétrica estable, siendo de grado severo-profundo en el 80%

(8/10) de los pacientes.

4.2 Pacientes con hipoacusia autosdmica

dominante:

Se han detectado mutaciones que siguen un patréon de herencia autosémica
dominante en los genes: MY0O6, TECTA, COL11A2, WFS1, ESPN, EYA4, EYAL,
KCNQ4, COCH, ACTG1, PAX3 y MITF.

Mutaciones en el gen MYO6 han sido detectadas con mayor frecuencia en
10 pacientes (6 de ellos pertenecientes a 3 familias diferentes), seguido del

gen TECTA en 6 pacientes (4 pacientes de 2 familias diferentes).

A continuacion, mutaciones en el gen COL11A2 en 4 pacientes de 2 familias
diferentes, en WFS1 y ESPN en 3 pacientes, en EYA4, EYA1 y KCNQ4 en 2
pacientes de la misma familia y en ACTG1, PAX3 y MITF en 1 paciente,

respectivamente.
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En particular, todos los pacientes con hipoacusia hereditaria ligada al gen
MYO6 tienen antecedentes familiares e hipoacusia bilateral simétrica de
inicio postlingual. EI 80% (8/10) son adultos y en el 75% de los pacientes la
hipoacusia es de grado leve-moderado (6/8). Las mutaciones que mas
hemos detectado en este gen han sido ¢.2545C>T, ¢.1674+1G>A y
€.2751dup, en dos pacientes en cada una de ellas, presentando el mismo

fenotipo respectivamente.

En concreto, el 66.6% (4/6) de los pacientes con hipoacusia originada por el
gen TECTA son nifios y el 83.33% (5/6) presentan antecedentes familiares de
hipoacusia. En cuanto a la audiometria, el 100% (6/6) de los pacientes
presentan una hipoacusia bilateral simétrica de grado leve-moderado. En
este gen, la mutacién mas frecuente identificada ha sido ¢.5509T>G en
cuatro pacientes, manifestandose en todos ellos una hipoacusia bilateral de

grado moderado.

4.3 Pacientes con hipoacusia ligada al cromosoma

X:
Se han detectado mutaciones en los genes SMPX (herencia ligada al
cromosoma X dominante) en dos pacientes de la misma familia y en el gen
POU3F4 (herencia ligada al cromosoma X recesivo) en 2 pacientes de

familias diferentes.
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Como hemos dicho, los dos pacientes con mutaciones en el gen SMPX
pertenecen a la misma familia y ambos presentan la mutacién c.20del
expresandose clinicamente igual con una hipoacusia neurosensorial,

bilateral, simétrica, postlingual, moderada y estable.
Los dos pacientes con mutaciones en el gen POU3F4 presentan hipoacusia

mixta simétrica y progresiva, asociando la particién incompleta tipo Ill o

malformacion de Mondini.

4.4 Pacientes con hipoacusia sindromica:

En 17 pacientes se detectaron mutaciones responsables de hipoacusia

sindrémica.

La mayoria de los pacientes incluidos en este estudio sufrian una hipoacusia
no sindrémica, pero 17 casos fueron descritos como sindrémicos: ocho con
sindrome de Usher (USH), dos pacientes con sindrome de Waardenburg
(WS), dos pacientes con sindrome braquiootorrenal (BOR), dos pacientes
con sindrome de Stickler y tres pacientes con sindrome de Sordera-

Infertilidad (DIS).
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Los ocho pacientes diagnosticados de Sindrome de Usher presentaban
mutaciones en cuatro genes diferentes. Cuatro pacientes en el gen USH2A,

dos pacientes en el gen ADGRV1, un paciente en el gen CDH23 y otro

paciente en el gen PCDH15.

Con respecto al resto de hipoacusias sindrémicas, los dos pacientes con
Sindrome de Waardenburg presentan mutaciones en el gen MITF y el
segundo paciente, mutacién en el gen PAX-3. En el caso del Sindrome de
Stickler, en ambos pacientes se detectd una mutacién en el gen COL11A2,
en los pacientes con BOR, la mutacién EYA1 y en los pacientes con DIS, la
delecion en homocigosis de los genes STRC y CATSPERZ2 en el cromosoma

15q15.
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5 DISCUSION

El diagndstico genético de la hipoacusia hereditaria es complicado debido a
las caracteristicas tan heterogéneas que presenta, impidiendo establecer
con facilidad relaciones entre el genotipo y el fenotipo. Estas caracteristicas

son:

e Heterogeneidad genética: la hipoacusia hereditaria presenta tanto

heterogeneidad alélica, es decir, la mutacién de un mismo gen
puede dar lugar a manifestaciones clinicas diferentes como ocurre
con el gen GJB2; como heterogeneidad no alélica, es decir,
mutaciones en diferentes genes pueden ocasionar la misma clinica.
Hasta la fecha, se han descrito mas de 124 genes causantes de
sordera hereditaria.

e Expresividad variable: la severidad de la hipoacusia y de otras

manifestaciones clinicas difiere entre individuos portadores de una
misma mutacién.

e Penetrancia _incompleta: solo un porcentaje de los individuos

portadores del gen alterado manifiesta la enfermedad.

Estas particularidades reflejan la alta complejidad de la estructura y

organizacién del oido interno. Ademas, en las hipoacusias hereditarias se

han descrito todos los patrones de herencia posibles: dominante, recesiva,
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ligado al X y mitocondrial. Incluso, para algunos genes (MY06, TECTA o
ESPN) se han descrito mutaciones que siguen un patrén de herencia
autosémico dominante y otras mutaciones que, en el mismo gen, siguen un
patron de herencia recesivo. En nuestro estudio hemos diagnosticado un
paciente (N239) con una mutacién (c.4055G>A/p.(Cys1352Tyr) en
homocigosis, en el gen TECTA, descrita como herencia autosémica recesiva.
Por el contrario, el resto de pacientes diagnosticados con mutaciones en

este gen, presentan una hipoacusia autosémica dominante.

Las nuevas tecnologias de secuenciacion del ADN (NGS, next generation
sequencing), que permiten analizar simultdaneamente cientos de genes, en
plazos y costes compatibles con la practica asistencial, se han convertido en
el nuevo estandar para obtener un diagndstico etioldgico de la hipoacusia
hereditaria. La tasa de diagndstico genético mediante paneles NGS en
pacientes con hipoacusia se encuentra alrededor del 45-60% (Sloan-Heggen
et al., 2016)(Butz et al., 2020)(Cabanillas Farpén and Cadifianos Bafiales,
2012)(Cabanillas et al., 2018)(Shearer and Smith, 2012)(Shearer and Smith,
2015), aunque varia en funcion de muchos factores: el tipo de hipoacusia de
los pacientes, la edad de inicio, la existencia de antecedentes familiares, el
origen étnico, el numero de genes que contiene el panel NGS... En nuestro

estudio, la tasa diagndstica ha sido del 45,40%.
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Debido a su alto rendimiento diagndstico, las nuevas guias de la ACMG
(American Collegue of Medical Genetics), incluyen el panel NGS dentro del
algoritmo diagndstico de la hipoacusia neurosensorial no sindrémica (Alford

et al., 2014) (Nufez-Batalla et al., 2021).

En nuestro caso, hemos realizado el test genético a 185 pacientes,
obteniendo una causa genética de la hipoacusia en 84 pacientes. Por tanto,
la tasa de eficacia diagndstica ha sido del 45,40%. Este es un rendimiento
satisfactorio, ya que nuestro panel NGS personalizado incluia un namero
limitado de genes (59) y los criterios de exclusion para las pruebas genéticas
eran muy laxos. Asi, la muestra de pacientes analizada era muy
heterogénea, incluyendo todos los tipos de hipoacusia neurosensorial/mixta
(congénita, prelocutiva y poslocutiva; leve, moderada, severa y profunda; y
estable y progresiva) con edades comprendidas entre 0 y 50 afios. Como
hemos comentado en el parrafo anterior, los estudios publicados en los

ultimos afos han descrito tasas diagndsticas similares.

Recordar que hasta el afio 2016, el andlisis genético de pacientes con
hipoacusia en nuestro hospital, se basaba en la amplificacion mediante PCR
y secuenciacién convencional de Sanger de Unicamente los genes mas
frecuentes en la poblacion espafiola (GJ/B2, deleciones D13S1830 vy

delD13S1854 en el gen GJB6 y las variantes OTOF p.Q829X).
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La implementacion de nuestro panel NGS personalizado que contiene 59
genes mejord el manejo de nuestros pacientes, ya que nos permitio
detectar variantes patogénicas en 27 genes diferentes. Ademas, hemos
podido diagnosticar casos sindrémicos como son el Sindrome de Usher,
Sindrome Infertilidad-Sordera (DIS), Sindrome de Stickler, Sindrome

braquio-oto-renal (BOR) y Sindrome de Waardenburg.

Por lo tanto, el diagndstico genético de la hipoacusia nos sirve para conocer
la etiologia de la misma, el prondstico de los pacientes (sobre todo en casos
sindromicos), realizar un adecuado asesoramiento genético reproductivo y
tener la posibilidad de incluir pacientes en ensayos clinicos basados en Ia

terapia génica.

Generalmente, las tasas de eficacia diagndstica mas altas se han obtenido
para pacientes con antecedentes familiares positivos o cuando la hipoacusia
era congénita y simétrica. Concretamente, en pacientes con sospecha de
hipoacusia congénita se describen tasas diagnosticas del 60%. Este
porcentaje disminuye cuando la sordera es autosémica dominante y la edad

de inicio de la clinica es mas tardia (Sloan-Heggen et al., 2016).

En nuestro estudio demostramos que existen correlaciones que mejoran la
utilidad diagndstica de las pruebas genéticas, como es el caso de tener
antecedentes familiares de hipoacusia, que mejord el diagndstico de un 38%

para la ausencia de antecedentes familiares de hipoacusia, en comparacién
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con el 65% para los pacientes con antecedentes familiares de hipoacusia.
También hemos obtenido esta asociacién positiva para aquellos pacientes

con hipoacusia prelingual.

En muchas poblaciones del mundo, las variantes en GJB2 son la causa
predominante de hipoacusia neurosensorial congénita severo-profunda. El
locus mutado de forma mas prevalente en nuestro estudio ha sido DFNB1,
detectado en un total de 23 pacientes (21%) y en el 32% del subgrupo de
pacientes con hipoacusia congénita severo-profunda. Al igual que en este
trabajo, en la mayoria de poblaciones el gen mas prevalente en hipoacusias
AR es GJB2, aunque su porcentaje varia segun la poblacion estudiada (Sloan-
Heggen et al., 2016)(Cabanillas et al., 2018)(Marlin et al., 2001)(Najmabadi
et al., 2005).

En segundo lugar, el gen mas mutado ha sido MYO6 (10 pacientes-9%), ya
sefialado previamente como uno de los mayoritarios en hipoacusias AD en
poblacién espafiola (Cabanillas et al., 2018)(Sanggaard et al., 2008).

También de herencia AD, le sigue el gen TECTA detectado en 6 pacientes
(7%), aunque adicionalmente, un paciente presenté una variante

patogénica en este caso AR homocigota en este gen.

Otra caracteristica que complica los estudios genéticos de hipoacusia es la

existencia de algunos pseudogenes con alta homologia con algunos genes

prevalentes (STRC, OTOA o ESPN). En el disefio del panel, intentamos incluir
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algunas sondas adicionales para las regiones de estos genes que muestran
una alta homologia con sus pseudogenes, ademds de las sondas
predeterminadas generadas por SureDesign. Sin embargo, todavia se
obtuvo una cobertura baja, y aquellas variantes puntuales sospechosas de
ser patdgenas tuvieron que ser confirmadas por secuenciacidn Sanger
utilizando cebadores disefiados especificamente para hibridar solo con el

gen, no con el pseudogen (Mandelker et al., 2014)(Zwaenepoel et al., 2002).

5.1 Hipoacusias no sindrémicas

5.1.1 Herencia Autosémico-recesiva

5.1.1.1 Pacientes con mutaciones en el gen GJB2 y GJB6 (Locus DFNB1)

La mutacidn c.35delG en el gen GJB2, es la causa mas frecuente de sordera,
en pacientes espordadicos y familias, con una herencia autosémico-recesiva
de Espafia (Zelante, 1997). En nuestro estudio, fue detectada en 10
pacientes de los 16 ligados al gen GJB2, estando en 6 pacientes en

homocigosis.

En cuanto al fenotipo de estos pacientes, se ha descrito que la hipoacusia no
es progresiva en la mayoria de los casos y que la gravedad de la misma es
extremadamente variable y no se puede predecir incluso dentro de la

misma familia. También se ha descrito que radiolégicamente, no suele
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observarse ningun hallazgo patolégico (Denoyelle et al., 1999). En efecto, el
100% (10/10) de nuestros pacientes con esta mutacion presentaban una
hipoacusia bilateral simétrica estable, siendo de grado severo-profundo en
el 80% (8/10) de los pacientes. En cuanto a la radiologia, sélo en uno de
nuestros pacientes se detectd una malformacidon anatémica, concretamente

un canal semicircular lateral derecho hipoplasico y CAls estendticos.

La delecion D13S1830 en GJB6 es la segunda mutacién mas frecuente
causante de sordera prelingual en la poblacién espafiola (del Castillo et al.,
2002). En nuestro trabajo, 3 pacientes presentaban esta mutacién, todos

ellos con una sordera prelingual.

5.1.1.2 Pacientes con mutaciones en el gen TMPRSS3:

El gen TMPRSS3 se ha observado en poblaciones con numerosas familias
consanguineas. Se estima que, en la poblacidon infantil caucdsica con
hipoacusia, la frecuencia de mutaciones en este gen es menor al 1%
(Wattenhofer et al., 2002). TMPRSS3 pertenece a la familia de la Proteasa
Serina transmembrana tipo Il y esta involucrado en el desarrollo vy
supervivencia de las neuronas cocleares (Miyagawa et al., 2013).
Fenotipicamente, los pacientes presentan audiometrias tipo “ski-slope”

(pista de esqui) e hipoacusia progresiva (figura 18) (Weegerink et al., 2011).
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Concretamente, los pacientes afectos con la variante ¢c.1276G>A de este
gen, manifiestan una hipoacusia bilateral progresiva, con edades de inicio y
tasas de progresion variables (Weegerink et al., 2011). En nuestro estudio,
tres de cuatro pacientes con mutaciones en este gen presentan esta
variante patogénica en heterocigosis, siendo dos de la misma familia. Estos
dos pacientes presentan una hipoacusia bilateral, postlingual severo-
profunda y progresiva. El tercer paciente, en cambio, presenta una

hipoacusia prelingual y, por tanto, no ha sido posible valorar la progresién.
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Figura 18. Audiometria tonal paciente N228. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral simétrica grado moderado tipo “ski-slope”, fenotipo
caracteristico en las hipoacusias genéticas causadas por mutaciones en el

gen TMPRSS3.

Hutchin et al. en 2005, describieron dos pacientes con la mutacién c.413C>A

en homocigosis, los cuales, presentaban una pérdida auditiva progresiva, de

grado moderado a profundo y tipo “ski-slope” diagnosticada a los 5 afios de
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edad. Nuestro paciente 29 también esta afectado por esta mutacion
presentando el mismo fenotipo que descrito previamente (Hutchin et al.,

2005). Figura 19.
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Figura 19. Audiometria tonal paciente N229. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado severo-profundo tipo “ski-slope”, fenotipo
caracteristico en las hipoacusias genéticas causadas por mutaciones en el

gen TMPRSS3 y concretamente en la mutacion c.413C>A.

5.1.1.3 Pacientes con mutaciones en el gen OTOF:

La variante patogénica c.2485C>T/p. (GIn829*) en el gen OTOF es la tercera
causa mas frecuente de hipoacusia prelingual en la poblacion espafiola
(Migliosi, 2002). Clinicamente, es caracteristico encontrar una sordera
profunda sin detectar malformaciones en el oido interno en las pruebas de

imagen (Migliosi, 2002)(Barteik et al., 2009). Ademas, los pacientes afectos
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de sordera del tipo DFNB9 presentan neuropatia auditiva, siendo esto un

signo clinico distintivo en estos sujetos (Roux et al., 2006).

En las neuropatias auditivas, la preservacidn de las otoemisiones acusticas,
indica una funcion normal de las células ciliadas externas del 6rgano de
Corti. La lesidn primaria podria estar localizada en las células ciliadas
internas, en el nervio auditivo, o en las sinapsis nerviosas. En los adultos, la
expresion de la otoferlina en el oido interno esta restringida a las células
ciliadas internas. De acuerdo con esto, y los buenos resultados obtenidos en
los implantes cocleares a sujetos portadores de dos alelos mutantes para
OTOF, se ha sugerido que la lesidn primaria en este tipo de neuropatia no
sindrémica podria ser coclear, especificamente localizada en las células

ciliadas internas (Roux et al., 2006).

En nuestro caso, la variante patogénica c¢.2485C>T/p. (GIn829%*) fue
detectada en 4 pacientes, dos pacientes, de la misma familia, homocigotos
para la mutacién c¢.2485C>T/p. (GIn829*%) y los otros dos pacientes
heterocigotos compuestos, siendo la segunda mutacién de estos pacientes
no descrita previamente (c.4739T>G/p.Leu1580Arg). En cuanto al fenotipo,
los 4 pacientes presentan el descrito previamente, una hipoacusia prelingual
profunda bilateral, ademas, con signos de neuropatia auditiva:
otoemisiones acusticas preservadas y disminucion o ausencia de respuestas

auditivas de tronco cerebral (figuras 20 y 21).
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Screening facility:
Location:
Referring physician / pediatrician: ~ unknown

Type Ear Date Result Duration Instrument Probe Examiner
TEOAE  Left 21/09/2018 13:14:05  CR 01:54 344060 1003955  Admin
TEOAE  Right 21/09/2018 13:15:20  CR 00:27 344060 1003955  Admin
DPOAE  Left 21/09/2018 13:14:40  CR 00:31 344060 1003955  Admin
DPOAE  Right 21/09/2018 13:15:58  CR 00:35 344060 1003955  Admin

Figura 20. Otoemisiones acusticas paciente N221. Observamos el resultado

correcto de los dos tipos de otoemisones realizadas en este paciente en

ambos oidos. TEOAE: otoemisiones acusticas transitorias evocadas; DPOAE:

otoemisiones acusticas por productos distorsionados; CR: resultado correcto.
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Figura 21. Potenciales evocados de estado estable en paciente N221.

Observamos una hipoacusia bilateral profunda a 90dB, tipica en los

pacientes con mutaciones en el gen OTOF.
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5.1.1.4 Pacientes con mutaciones en el gen SLC26A4:

En cuanto al gen SLC26A4, |a variante mas frecuente en poblacidn espanola
es c.1540C>A/p. (GIn514Lys), descrita en mas de 36 familias espafiolas hasta
la fecha (Pera et al., 2008).

Este gen se traduce en la proteina Pendrina y es un mediador de la

secrecion de HCO3- en la endolinfa de la coclea.

Las mutaciones en este gen causan Sindrome de Pendred e hipoacusia no
sindrédmica autosdmica recesiva asociada a dilatacién de acueducto

vestibular (EVA)(Pera et al., 2008).

La prevalencia de este gen abarca del 2%-12.6%, dependiendo de la regién

(Cabanillas et al., 2018).

Ambos trastornos tienen caracteristicas audioldgicas similares: hipoacusia
bilateral, a menudo grave o profunda, que puede estar asociada con
anomalias del oido interno, como dilatacién del acueducto vestibular (EVA)
o Particion incompleta tipo Il. Pero, en el Sindrome de Pendred, ademas de
los signos y sintomas descritos, presentan bocio o disfunciones tiroideas en
la mayoria de los casos (Nonose et al., 2018). Uno de los pacientes
detectados en nuestro estudio, presenta, la variante mas frecuente en

poblacidon espafiola en homocigosis (c.1540C>A/p. (GIn514Lys)) y el
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segundo, otras variantes diferentes en heterocigosis (c.1001+1G>A y
€.2219G>T/p.Gly740Val). Clinicamente, ambos presentan una hipoacusia
bilateral de grado moderado a profundo y hallazgos patoldgicos en las
pruebas de imagen, el primero de ellos EVA y el segundo particidon

incompleta tipo Il bilateral (figura 22 y 23), pero ninguno de los pacientes

presenta alteraciones de la gldndula tiroides.

Figura 22. TAC Peifascos paciente N235. Corte Axial. Se observa dilatacion
vestibular bilateral (flechas naranjas) de predominio derecho con hipoplasia
de canal semicircular externo y posterior. Acueductos vestibulares normales.
Agenesia/ hipogenesia extrema de nervio coclear derecho. Hallazgos en

relacion con Particion incompleta tipo Il bilateral.
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Figura 23. TAC Penascos paciente N235. Corte coronal. Se observa
dilatacion vestibular bilateral (flechas naranjas) de predominio derecho con
hipoplasia de canal semicircular externo y posterior. Acueductos vestibulares
normales. Agenesia/ hipogenesia extrema de nervio coclear derecho.

Hallazgos en relacion con Particion incompleta tipo Il bilateral.

La mutacion ¢.1001+1G>A es frecuente encontrarla en pacientes caucasicos,
aungue concretamente en Espafia no ha sido cominmente descrita. Ha sido
publicada como causante del sindrome de Pendred, pero cuando la
mutacién se encuentra en heterocigosis no es suficiente para causar el
fenotipo del sindrome, relacionandose por tanto con hipoacusia
neurosensorial de grado profundo asociada o no con malformaciones en el

oido interno (Yazdanpanabhi et al., 2015).

En el caso de nuestro paciente (n? 35), esta mutacién se encuentra en
heterocigosis y el paciente sufre Hipoacusia Neurosensorial profunda
asociada a malformacion coclear tipo Mondini o particién incompleta tipo 2.

La otra mutacidn en este paciente es ¢.2219G>T/p.Gly740Val, esta es poco
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frecuente y esta relacionada con malformaciones del oido interno como el

acueducto vestibular dilatado (Yazdanpanabhi et al., 2015).

5.1.1.5 Pacientes con mutaciones en el gen STRC:

Las mutaciones en el gen STRC son la segunda causa mas frecuente de
hipoacusia autosdmica recesiva después del gen GJB2, en este caso de
grado leve-moderado. El fenotipo de la hipoacusia es congénito y de
caracter moderado, probablemente se mantenga estable incluso después
de los 50 afios (Yokota et al., 2019). Nosotros sélo hemos detectado 3
pacientes con delecion de STRC, junto con la del gen CATSPER2.
Concretamente, la mutacion diagnosticada ha sido la delecién en
homocigosis en el cromosoma 15qg15, la cual esta descrita como causa del
Sindrome Hipoacusia-Infertilidad (DIS). Este sindrome se caracteriza por
presentar una hipoacusia postlingual simétrica, estable y grado moderado
(figura 24), junto con infertilidad masculina (Zhang et al., 2007). Nuestros
tres pacientes (una nifia y dos nifios) presentan este mismo fenotipo
audioldgico descrito en la literatura. Los nifios, en un futuro presentaran la
infertilidad. Este dato ha sido importante de cara a la realizacion del

asesoramiento genético familiar.
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Figura 24. Audiometria tonal paciente N218. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado leve-moderado, fenotipo caracteristico en las

hipoacusias genéticas causadas por mutaciones en el gen STRC.

5.1.1.6 Pacientes con mutaciones en el gen LOXHD1

La funcion de la proteina LOXHD1 se desconoce, pero se encuentra en los
esterocilios de las células ciliadas. Por este motivo, se puede predecir que
los pacientes con este tipo de mutacidon seran buenos candidatos para

implante coclear.

Se han descrito varias formas de clinica y edad de inicio de la pérdida

auditiva causadas por mutaciones en este gen. En articulos publicados,
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apoyan que esta forma de hipoacusia es congénita o de inicio temprano,

pero algunos pacientes también han mostrado un inicio tardio.

Si que se ha demostrado que es una hipoacusia de curso progresivo hasta
un grado profundo, pero aun no esta clara la relacion genotipo-fenotipo. De
hecho, se piensa que los diferentes fenotipos se deben a otros factores

ambientales o genéticos (Maekawa et al., 2019).

En nuestro caso, hemos detectado mutaciones en este gen en dos
pacientes. Ambos, presentan una hipoacusia neurosensorial bilateral
postlingual de grado moderado y progresiva. Uno de los pacientes debido a
una mutacién ya conocida (c.4480C>T/p. (Argl494 *) (Eppsteiner et al.,
2012) y el otro paciente con una mutacién no descrita previamente, ambos

en homocigosis.

5.1.1.7 Pacientes con mutaciones en el gen OTOA

La proteina Otoancorina (OTOA) se encuentra en la membrana tectoria y es
importante para acondicionar la estimulacién adecuada de las células

ciliadas internas.

En los estudios publicados el grado de hipoacusia ha variado desde leve a

profunda. Incluso en los casos de deleciones del gen OTOA en homocigosis

(como es el caso de uno de nuestros pacientes), se observaron diferencias
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significativas en la gravedad de la hipoacusia. También se ha descrito, que
los pacientes con esta mutacion presentan mayor afectacion de frecuencias

medias en la audiometria tonal (Sugiyama et al., 2019).

La progresion no se ha descrito en articulos anteriores y en cuanto a la
edad, la mayoria de los casos se detectan en la infancia.

Los dos pacientes de nuestro estudio presentan una hipoacusia
neurosensorial bilateral postlingual de grado moderado, estable y con
afectaciéon de frecuencias medias (figura 25). Ambos portadores de la

delecion 16g12.2, uno de ellos en homocigosis y el otro en heterocigosis

compuesta, junto a una mutacién puntual.
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Figura 25. Audiometria tonal paciente N226. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado moderado con afectacion predominante en
las frecuencias medias, fenotipo caracteristico en las hipoacusias genéticas

causadas por mutaciones en el gen OTOA. (La linea superior nos indica la
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audicion del paciente con las protesis auditivas y la linea inferior su audicion

umbral sin ningun apoyo auditivo).

5.1.1.8 Pacientes con mutaciones en el gen MYO15A

Las proteinas miosina son esenciales para la funcidon auditiva normal.
Concretamente, La proteina miosina 15A ha sido localizada en los
estereocilios de las células ciliadas tanto de la céclea como del sistema

vestibular (Kalay et al., 2007).

La prevalencia global de mutaciones en este gen es aproximadamente del
6,2%, siendo el tercer gen mas importante en las hipoacusias
neurosensoriales autosdmicas recesivas. Ademds, se ha descrito que
mutaciones en este gen causan hipoacusia progresiva tanto pre como post-

lingual (Farjami et al., 2020).

En nuestro andlisis, hemos detectado dos pacientes con mutaciones en este
gen. El primer paciente afecto de hipoacusia neurosensorial severo-
profunda siendo portador de la mutacion c.8968-1G>T en homocigosis. El
segundo paciente presenta una hipoacusia moderada, detectdndose en él la
mutacién c.2311delT/p.Ser77Hisfs*10 en homocigosis. Ambos pacientes
con hipoacusias prelinguales y estables. Ninguno de los dos pacientes tiene
clinica vestibular, como se ha observado en ratones portadores de

mutaciones en este gen (Kalay et al., 2007).
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5.1.1.9 Pacientes con mutaciones en el gen OTOG

La otogelina es un componente no coldgeno de las estructuras gelatinosas
acelulares que cubren los epitelios sensoriales del oido interno, es decir, la
membrana tectoria (TM) en la cdclea, las membranas otoconiales en el
utriculo y el saculo, y las cupulas que cubren las crestas ampulares de los

canales semicirculares.

Mutaciones en este gen producen hipoacusia y vértigo/inestabilidad. En
concreto, la hipoacusia es de grado moderado y audiometrias en forma de
“U”, al igual que en las mutaciones en TECTA de herencia autosdmico-

dominante (Schraders et al., 2012).

Los tres pacientes detectados en nuestro estudio presentan una hipoacusia
neurosensorial bilateral prelingual, de grado moderado y estable, al igual

gue lo descrito en la literatura.

Los tres pacientes (de dos familias diferentes) de nuestro estudio son nifios
menores de 5 anos y solo tenemos potenciales de estado estable que
confirman la hipoacusia, no tenemos audiometrias de momento que

podamos observar la imagen caracteristica.
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5.1.1.10 Pacientes con mutaciones en el gen MYO7A

Se ha descubierto que las mutaciones en este gen suponen el 60%
aproximadamente de todos los casos de Sindrome de Usher Tipo 1 pero
también se ha demostrado que mutaciones en este mismo gen provocan

sordera no sindrémica, incluido el DFNA11 y DFNB2 (Ouyang et al., 2005).

En nuestro caso, el paciente N2 40 presenta una hipoacusia neurosensorial

no sindrémica de grado leve-moderado.

5.1.1.11 Pacientes con mutaciones en el gen TECTA

Hemos detectado una mutacion TECTA de herencia autosémica recesiva en
el paciente N2 39. Este paciente presenta una HN bilateral, prelingual, de

grado moderado.

Todas las mutaciones recesivas conocidas hasta el momento tienen una
naturaleza truncante, es decir, darian lugar a una proteina truncada.
Fenotipicamente, se caracterizan por causar una sordera prelingual de

moderada a profunda (Moreno-Pelayo et al., 2008).
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5.1.2 Herencia Autosémico-dominante:

5.1.2.1 Pacientes con mutaciones en el gen MYQ6:

La proteina Miosina 6 se expresa tanto en las células ciliadas internas como
externas y tiene un papel de mantenimiento de estas células. El defecto en
esta proteina se caracteriza por una pérdida progresiva de células ciliadas
qgue comienza inmediatamente después del nacimiento y progresa
rdpidamente a las 6 semanas de edad (Sanggaard et al., 2008). En nuestro
estudio 10 pacientes (6 de ellos pertenecientes a 3 familias diferentes) han
sido diagnosticados de hipoacusia hereditaria debido a diferentes
mutaciones en el gen MYO06, presentando todos una hipoacusia bilateral

postlingual.

Al analizar por separado los pacientes con hipoacusia de grado leve-
moderado, el gen mas prevalente en nuestra serie ha sido el MYO6 en 6

pacientes (11,33%).

Sanggaard et al. en 2008, describieron que la mutacidn c.2545C>T/p.
(Arg849 *), se expresa como una hipoacusia AD no sindrémica, postlingual,
lentamente progresiva y de grado moderado a grave (Sanggaard et al.,
2008). Los dos pacientes de nuestro estudio con esta mutacidn presentan

este mismo fenotipo.
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Los paneles NGS permiten el andlisis simultdneo de un gran nimero de
genes y, en ocasiones, se encuentran variantes patogénicas en diferentes
genes en un mismo paciente. En concreto, el paciente N254 es portador de
dos variantes patogénicas heterocigotas diferentes: c.1674+1G>A en MY06
y €.2467C>T/p. (GIn823 *) en ESPN. El andlisis de segregacidn en esta familia
mostré que el padre afectado también portaba la variante en MYO6,
mientras que la madre sana portaba la variante en ESPN. De estos
resultados se puede deducir que la variante en MYO6 es responsable de la
hipoacusia AD, mientras que la variante ESPN presentaria un patron de

herencia AR (figura 26).

31110 31112
M1/ wt M2/ wt

-

36163
M1/ wt
M2/ wt

M1= MYO6: c.1674+1G>A
M2= ESPN: ¢.2467C>T; p.(GIn823%)

Figura 26. Arbol genealdgico del paciente 54. Las flechas indican el caso
indice, M indica la variante patogénica o probablemente patogénica y wt

indica la secuencia de tipo salvaje.

113



Los pacientes N255 y N256 de la misma familia portaban dos variantes
patogénicas de Hipoacusia AD previamente descritas en dos genes
diferentes: .2751dup/p. (GIn918Thrfs *24) en MYO6 vy
€.2230G>A/p.(Asp744Asn) en ESPN. Estos dos pacientes pertenecen a una
familia numerosa con mas miembros afectados, pero estos estaban
dispersos geograficamente, y no fue posible segregar estas dos variantes
con todos los miembros de la familia para dilucidar definitivamente la base

genética y el patron de herencia de la hipoacusia (figura 27).
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M1= MYOS: c.2751dup; p.(GIng18Thrfs*24)
M2= ESPN: c.2230G>A; p.(Asp744Asn)

Figura 27. Arbol genealdgico de los pacientes 55 y 56. Las flechas indican el
paciente, M indica la variante patogénica o probablemente patogénica y wt

indica la secuencia de tipo salvaje.

Finalmente, la probable variante patogénica nueva MYO6 (c.494T>G/p.
(Leul65Arg) se encontrd en el paciente N257. Ademads, en este paciente se
encontraron dos variantes patogénicas AR descritas previamente en MYO7A

(c.1997G>A/p. (Argb666GIn) y c.3527G>A/p. (Ser1176Asn). Seria necesario un
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analisis de segregacién para dilucidar definitivamente la base genética y el
patron de herencia de la hipoacusia en esta familia y asi, ofrecer un

asesoramiento genético reproductivo preciso.

5.1.2.2 Pacientes con mutaciones en el gen TECTA:

El gen TECTA, concretamente el locus DFNA 8/12, es una de las causas mas
frecuentes de hipoacusia no sindréomica de herencia autosémica dominante,

en la poblacion espaiiola (Plantinga et al., 2006).

Se ha descrito, que las diferencias fenotipicas en este gen, se deben al
dominio alterado en la proteina alfa-tectorina en cada una de las familias.
Las mutaciones que afectan al dominio zona pelucida (ZP) son de tipo
“missense” (cambio de aminodcido de la secuencia proteica) y se
manifiestan como una hipoacusia prelingual estable que afecta a las
frecuencias medias, en cambio, las mutaciones que afectan al dominio zona
adhesina (ZA-like), presentan una hipoacusia progresiva que afecta a las
frecuencias agudas. Ademas, cuando la mutacién involucra residuos de
cisteina provoca una hipoacusia de caracter progresivo. Cuando se afectan
las frecuencias medias, se denomina audiometria en forma de “U” o
“cookie-bite” (mordida de galleta). Esta configuracion en la audiometria ha
sido descrita en el gen TECTA (DFNA8/12) y en el gen COL11A2 (DFNA13)

(Hildebrand et al., 2011 ), entre otros.
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La variante patogénica c.5668C T/p. (Arg1890Cys) que afecta al gen TECTA
ha sido descrita en varias familias de Espafia, América y Paises bajos
(Plantinga et al., 2006). En nuestro estudio la variante predominante ha
sido ¢.5509T>G/p. (Cys1837Gly), detectada concretamente en 4 pacientes
de dos familias diferentes. Esta mutacién ha sido descrita en una familia
espafiola por Moreno-Pelayo et al. en el afio 2011, causando una hipoacusia
postlingual, progresiva, afectando a las frecuencias medias. Los cuatro
pacientes de nuestro estudio con esta mutacién, presentan este mismo

fenotipo (figura 28).
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Figura 28. Audiometria tonal paciente N260. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado moderado-severo en forma de “U” o “cookie-
bite”, fenotipo caracteristico en las hipoacusias genéticas causadas por

mutaciones en el gen TECTA.
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5.1.2.3 Pacientes con mutaciones en el gen COL11A2:

Las mutaciones en el gen COL11A2 causan tanto hipoacusias no sindrémicas

autosdmicas recesivas y dominantes, como hipoacusia sindrémica.

Los dos pacientes (de la misma familia) con hipoacusia no sindrémica,
presentan una mutacién no descrita previamente en la literatura:

c.1748G>A/p. (Gly583Asp). Ambos, afectos de wuna hipoacusia

neurosensorial bilateral postlingual estable, con diferentes grados de
pérdida auditiva (figura 29). En la literatura se describe, que la mayoria de
los pacientes afectos de hipoacusia AD no sindrémica, con mutaciones en el
gen COL11A2, presentaron los primeros sintomas de pérdida auditiva entre

la segunda y la tercera década de la vida, la hipoacusia es estable vy

afectando principalmente a las frecuencias medias (McGuirt et al., 1999).
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Figura 29. Audiometria tonal paciente N266. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado leve-moderado con afectacién predominante
en las frecuencias medias, fenotipo caracteristico en las hipoacusias

genéticas causadas por mutaciones en el gen COL11A2.

5.1.2.4 Pacientes con mutaciones en el gen WFS1

Las mutaciones en este gen son infrecuentes y se han relacionado con
hipoacusia neurosensorial, autosdmica dominante, no sindrémica,
postlingual, progresiva y afectando a las frecuencias bajas o graves, es decir,
por debajo de la frecuencia 2.000Hz. Por tanto, se describe que la

audiometria tiene un patrén ascendente (Rendtorff et al., 2011).

También se ha relacionado con el Sindrome de Wolfram, pero en estos
casos, las frecuencias afectadas son las medias y altas (Rendtorff et al.,

2011).

La funcién de esta proteina en el oido interno aun no estd clara, pero si se
ha relacionado con la aparicion de hidrops endolinfatico (Rendtorff et al.,

2011).

En concreto, los pacientes con la mutacién ¢.2108G>A presentan la

audiometria mencionada anteriormente con afectacion en frecuencias

graves, pero, por el contrario, se ha descrito que los pacientes con la
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mutacion ¢.2389G>A presentan audiometrias con afectacién de todas las

frecuencias (Tekin et al., 2016).

Los tres pacientes detectados en nuestra serie son nifios con sorderas no
sindromicas postlinguales que presentan los fenotipos descritos en la
literatura. Dos de los pacientes presentan mutaciones descritas
previamente en la literatura con este fenotipo caracteristico (audiometria
en patrén ascendente (figura 30) y afectando todas las frecuencias (figura
31) y uno de ellos presenta una mutacién no descrita previamente que da

lugar a una hipoacusia con mayor afectaciéon de frecuencias agudas (figura

32).
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Figura 30. Audiometria tonal paciente N270. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado severo con mayor afectacién en frecuencias

graves observando una audiometria con patréon ascendente, fenotipo
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caracteristico en las hipoacusias genéticas causadas por mutaciones en el

gen WFS1, concretamente mutacion c.2108G>A.
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Figura 31. Audiometria tonal paciente N271. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado severo con afectacion de todas las
frecuencias, fenotipo caracteristico en las hipoacusias genéticas causadas

por mutaciones en el gen WFS1, concretamente mutacién c.2389G>A.
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Figura 32. Audiometria tonal paciente N269. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado leve-moderado en oido derecho y moderado-

severo en oido izquierdo, con mayor afectacién en frecuencias agudas.

5.1.2.5 Pacientes con mutaciones en el gen KCNQ4

La proteina KCNQ es un canal de K+ que se expresa en la membrana basal

de las células ciliadas externas.

Este gen se relaciona con hipoacusia neurosensorial, autosémica

dominante, progresiva que afecta principalmente a frecuencias medias y

altas (Lucia Borreguero Escribano, 2016).
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En los nifos, la hipoacusia suele ser moderada y afecta predominantemente
las frecuencias altas. Progresa hasta la edad adulta siendo frecuente
observar hipoacusias severo-profundas con afectacion de todas las

frecuencias (Gao et al., 2013).

En nuestro estudio hemos detectado dos pacientes (de la misma familia)
con afectacién en este gen, ambos con la misma mutacion c.857A>G/p.
(Tyr286Cys). Ambos pacientes son familiares directos. El paciente N2 72 es
el hijo, que comenzé con la clinica a los 7 afos de edad (figura 33); y el
paciente N2 73 es el padre, que comenzé con la hipoacusia en la edad
adulta. Como se ha descrito en la literatura, el hijo presenta una hipoacusia
moderada progresiva y el padre una hipoacusia moderada-severa ya

estable, con afectacion de frecuencias medias y altas (figura 34).
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Figura 33. Audiometria tonal paciente N272. Observamos una hipoacusia

neurosensorial bilateral grado moderado.
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Figura 34. Audiometria tonal paciente N273. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado moderado-severo, con afectacion de

frecuencias medias y altas.

5.1.2.6 Pacientes con mutaciones en el gen ACTG1

La proteina ACTG1 es la actina predominante en las células auditivas de la
coclea, encontrandose especificamente en la placa cuticular, uniones
adherentes y en los esterocilios (Shahin et al, 2010).

Los pacientes con mutacion en este gen, presentan hipoacusia
neurosensorial de inicio postlingual (12-22 década), lentamente progresiva,

empezando en las frecuencias agudas hasta afectar todas las frecuencias.
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En concreto, la mutacién c.895C>G/p. (Leu299Val), que es la encontrada en
nuestro paciente, afecta a las frecuencias altas y no esta relacionado con

sintomas vestibulares (Miyagawa et al., 2013).

Miyagawa et al. en 2013, publicaron que el tratamiento con Implante

Coclear en estos pacientes tiene buenos resultados.

Nuestro paciente comenzd con la hipoacusia en la 42 década, con mayor
afectacidn de las frecuencias agudas al inicio de la clinica y progresivamente
se ha observado una mayor afectacidon de las frecuencias graves. A los 55
afios de edad comenzd a disminuir la ganancia con las protesis auditivas
(figura 35), principalmente en el oido izquierdo, por lo que fue intervenido
de implante coclear con muy buen rendimiento actualmente, ya que en la
audiometria tonal observamos un umbral a 20dB y en la audiometria vocal

observamos una comprension del 100% de las palabras a 60dB (figura 36).
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Figura 35. Audiometria tonal y vocal del paciente N°74 con protesis

auditivas. Observamos una hipoacusia neurosensorial bilateral grado

moderado-severo, con mayor afectacion de frecuencias altas. En la

audiometria vocal, podemos observar el bajo rendimiento que tenia con la

protesis auditiva, marcado con un cuadrado azul podemos observar que el

paciente comprendia el 0% de las palabras a 60dB.
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Figura 36. Audiometria tonal y vocal del paciente N°74 con

coclear.

implante

Observamos una hipoacusia neurosensorial bilateral grado

moderado-severo en oido derecho, con mayor afectacion graves que en la

audiometria previa. En la audiometria vocal, podemos observar el buen

rendimiento que tiene con el implante coclear en el oido izquierdo. En la

audiometria tonal observamos un umbral auditivo de 20dB y en la

audiometria vocal marcado con una X azul podemos observar que el

paciente comprende ahora el 100% de las palabras a 60dB.
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5.1.2.7 Pacientes con mutaciones en el gen EYA4

La proteina EYA4 es imprescindible para la maduracion y el mantenimiento

del érgano de Corti (Shinagawa et al., 2020).

Se presenta como una hipoacusia neurosensorial autosémica dominante,
postlingual, progresiva, afectando a las frecuencias altas o a todas las

frecuencias (Shinagawa et al., 2020).

Los dos pacientes de nuestro estudio son adultos con el fenotipo descrito
previamente. El primero de ellos, presenta una mutacién ya descrita
previamente pero el segundo paciente presenta la mutacién c.1707delC, la

cual, es nueva hasta la fecha (figura 37).
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Figura 37. Audiometria tonal paciente N276. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado severo-profundo, con mayor afectacion de

frecuencias agudas.
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5.1.3 Herencia ligada al cromosoma X:

5.1.3.1 Pacientes con mutaciones en el gen POU3F4/DFNX2 (herencia

ligada al cromosoma X recesivo):

La hipoacusia ligada al cromosoma X mas comun en humanos, es la ligada a

este gen.

Las caracteristicas clinicas de DFNX2 incluyen la hipoacusia mixta vy
progresiva, malformaciones del hueso temporal y fijacion del estribo (Su et

al., 2018).

En el TAC de pefiascos de estos pacientes se observa una platina del estribo
engrosada, hipoplasia de la base de la cdclea, ausencia de modiolo dseo y
conducto auditivo interno (CAl) dilatado (Su et al.,, 2018). En 2006,
Sennaroglu et al. describieron que el fenotipo radioldgico de esta sordera se

denominara particién incompleta tipo IIl.

Los dos pacientes de nuestro estudio, son de familias diferentes y ambos
presentan mutaciones no descritas previamente. Clinicamente, ambos
pacientes presentan hipoacusia mixta simétrica y progresiva, asociando la
malformacion tipica descrita en estos pacientes (Figura 38 y 39). Uno de

ellos presenta una sordera de grado moderado tratado con prétesis
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auditivas y el segundo paciente presenta una sordera grado severo también

tratado con audifonos.

AC PTA: 89 dB Right Audiogram

Left Audiogram AC PTA: 90 dB

-10
0 dB HL

10

20

30 O\

40 E / O— &

50 e ?

60 ¢ C 5

70 : ~
0 AT
90 O o

100

110 o O/

120 kHz

125 .25 5 751 152 3 4 6 8

-10

10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
110
120

dB HL

R XX ——X—— X

] J.
= i

N

X—
X\X / %
_—
X

125 25 5 .75 15 3 6

Figura 38. Audiometria tonal paciente N282. Observamos una hipoacusia

mixta bilateral grado severo, tipica en los pacientes con sordera causada por

mutaciones en este gen. La linea superior de ambas audiometrias

corresponde al umbral auditivo del paciente con protesis auditivas.
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Figura 39. TAC Peiiascos paciente N281. Corte Axial. Se observan dos
imdgenes de TAC en las que podemos apreciar la anomalia morfoldgica de la
coclea de forma bilateral, con una particion incompleta de las espiras y
ausencia de modiolo (coclea en sacacorchos-flecha naranja). Hallazgos en

relacion con Particion incompleta tipo Ill.

5.1.3.2 Pacientes con mutaciones en el gen SMPX/DFNX4 (herencia ligada

al cromosoma X dominante)):
SMP es una proteina que se expresa en los estereocilios, la alteracién de

esta proteina va a desarrollar una hipoacusia neurosensorial de forma

progresiva (Tu et al., 2021).
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Concretamente, se ha descrito que clinicamente es diferente cuando afecta
al género masculino o femenino. En los varones afectos, la sordera es de
inicio congénito o prelingual, afectando inicialmente a las frecuencias
agudas, de grado moderado a profundo. En cambio, en las mujeres
afectadas, se observa una hipoacusia de inicio mas tardio, entre los 20 y los

40 afios, también de grado moderado a profundo (Lv et al., 2019).

Los dos pacientes de nuestro estudio afectos por esta mutacién, pertenecen
a la misma familia y ambos presentan la mutacién c.20del expresandose
clinicamente igual con una hipoacusia neurosensorial, bilateral, simétrica,

postlingual, moderada y progresiva.

El paciente vardon es el hijo de la familia y presenta una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado moderado y de tipo pantonal, con afectacién
de todas las frecuencias (figura 40). El segundo paciente afecto es la madre
del paciente anterior y presenta una hipoacusia neurosensorial bilateral
grado moderado-severo, sélo con afectacidn de las frecuencias agudas
(figura 41). Ambos pacientes con sorderas postlinguales y de tipo
progresivas. En este caso, hay rasgos fenotipicos que no coinciden por
completo con la bibliografia revisada sobre este gen, ya que son los
pacientes varones los que presentan hipoacusia prelingual y con afectacién

inicial en las frecuencias agudas.
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Figura 40. Audiometria tonal paciente N283. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado moderado. A pesar de ser el paciente varon
observamos una audiometria pantonal, es decir, con afectacidn de todas las
frecuencias de sonido en la audiometria (lineas inferiores azul y roja). Las
lineas superiores corresponden al resultado audioldgico del paciente con las

protesis auditivas.
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Figura 41. Audiometria tonal paciente N284. Observamos una hipoacusia
neurosensorial bilateral grado moderado-severa, afectando unicamente a

las frecuencias agudas.
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5.2 Hipoacusias sindromicas

5.2.1 Sindrome de Usher

El sindrome de Usher, de herencia autosdmica recesiva, es clinicamente
heterogéneo. Concretamente, el sindrome de Usher Tipo Il es el mas

frecuente de los tres tipos (Neuhaus et al. 2017).

Clinicamente, los pacientes con Sindrome de Usher Tipo | se caracterizan
por clinica vestibular severa desde la infancia, junto a hipoacusia congénita
severo-profunda y retinosis pigmentaria de inicio en la primera década; los
pacientes con Sindrome de Usher Tipo Il presentan una hipoacusia
congénita de grado moderado a severo asociado a retinosis pigmentaria de
inicio entre la 12 y la 22 década de la vida; y los pacientes con Sindrome de
Usher Tipo Ill sufren una hipoacusia progresiva de diferentes grados, con
clinica vestibular variable y aparicion en la edad adulta y posible retinosis
pigmentaria de inicio en la adolescencia o edad adulta (Jaijo et al.,

2010)(Garcia-Garcia et al., 2013).

Los ocho pacientes diagnosticados de Sindrome de Usher presentaban
mutaciones en cuatro genes diferentes. Cuatro pacientes en el gen USH2A,
dos pacientes en el gen ADGRV1, un paciente en el gen CDH23 y otro

paciente en el gen PCDH15. Por tanto, seis de los ocho pacientes han sido
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diagnosticados de Sindrome de Usher son del tipo Il y dos pacientes

pertenecen al Tipo I.

En Espaia, USH2A y ADGRV1 son responsables del 95.8% y el 5.2% de los
casos de Sindrome de Usher tipo II, respectivamente (Garcia-Garcia et al.,

2013).

Las mutaciones en el gen USH2A son la causa mas frecuente de Sindrome de
Usher Tipo Il, con una prevalencia del 75%. Concretamente, la mutacién
patogénica c.9799T>C/p. (Cys3267Arg) en el gen USH2A es la tercera causa
mas frecuente del Sindrome de Usher tipo Il, siendo una de las variantes
mas frecuentes en pacientes afectos de USH2 de la poblaciéon espanola
(Aller et al., 2006). En nuestro estudio, esta mutacién concreta ha sido

detectada en dos pacientes.

Los pacientes de nuestro estudio con mutaciones en el gen USH2A,
presentan fenotipos variables. Todos ellos sufren una hipoacusia
neurosensorial bilateral simétrica de grado moderado (figura 42), dos de
ellos de inicio postlingual y uno de ellos de inicio prelingual. En uno de los
pacientes la hipoacusia es progresiva y en los otros dos pacientes es de
caracter estable. Dos de los tres pacientes, presentan retinosis pigmentaria
asociada. La paciente que no la padece, tiene 12 afios, por lo que aln no ha
desarrollado sintomas oftalmoldgicos. Por tanto, en esta paciente el

diagnodstico de sindrome de Usher ha sido presintomatico.
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Figura 42. Audiometria tonal paciente N242. Observamos una hipoacusia

neurosensorial bilateral

frecuencias agudas.

grado moderado-severo con afectacion de

La mutacién c.2299delG del gen USH2A, es la mas prevalente en varias

poblaciones estudiadas. El fenotipo tipico en estos pacientes es la

hipoacusia leve-moderada y estable (Astuto et al. 2002). En nuestro estudio

sélo ha sido detectada en un paciente en heterocigosis, el cual presenta

este fenotipo, hipoacusia moderada y estable (figura 43).
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Figura 43. Audiometria tonal paciente N246 Observamos una hipoacusia

neurosensorial bilateral grado moderado.

Los dos pacientes con mutaciones en el gen ADGRV1 presentan una
hipoacusia neurosensorial bilateral moderada-severa, asociado a retinosis

pigmentaria, al igual que lo descrito en la literatura (Kothiyal et al., 2010).

El gen CDH23 codifica una proteina de adhesidn celular, las mutaciones en
el mismo son responsables tanto del Sindrome de Usher como de la sordera
no sindrédmica DFNB12. Se han identificado defectos mutacionales
especificos de CDH23 que diferencian estos dos fenotipos (Sommen et al.,

2016).
El paciente con mutacion en el gen CDH23, ademds de la hipoacusia

neurosensorial bilateral prelingual profunda y la retinosis pigmentaria,

presenta arreflexia vestibular bilateral. Este fenotipo es caracteristico de los
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pacientes con Sindrome de Usher Tipo I. Sin embargo, el genotipo no
siempre predice el fenotipo clinico, el cual varia tanto dentro como entre
familias portadoras de las mismas mutaciones en CDH23, lo que implica la
existencia de otros factores genéticos y/o ambientales que influyen en el

fenotipo (Sommen et al., 2016).

Las mutaciones en PCDH15 pueden causar tanto Sindrome de Usher Tipo |,

como hemos explicado previamente, como sordera no sindrémica.

En nuestro caso, el paciente ha sido diagnosticado de Sindrome de Usher,
con cardacter presintomatico. Una de las mutaciones que presenta el
paciente (c.3717+2dupT) ha sido previamente descrita como patoldgica
asociada a sindrome de Usher tipo 1 (Jaijo et al., 2010). La segunda
mutacién c¢.2751+2T>C no se ha descrito con anterioridad, pero por su
naturaleza (mutacidn de splicing) se predice un posible Sindrome de Usher.
Esto es asi porque en el caso de la hipoacusia no sindrémica ligada a
PCDH15 (DFNB23), las mutaciones suelen ser de tipo missense (cambio de
aminodcido); mientras que las de naturaleza truncante (como son las
mutaciones de splicing que presenta nuestro paciente) se asocian a
sindrome de Usher (Fuster-Garcia et al., 2021). Clinicamente cursa con
hipoacusia congénita profunda bilateral (figura 44), portador de implantes
cocleares bilaterales. Hasta la fecha no ha desarrollado sintomas
oftalmoldgicos ni clinica vestibular, pero hay que tener en cuenta que tiene

aun 2 afnos de edad.
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Figura 44. Potenciales evocados de estado estable del paciente N248.

Observamos una hipoacusia neurosensorial bilateral grado profundo.

5.2.2 Sindrome de Waardenburg (SW)

En nuestro estudio hemos caracterizado genéticamente dos pacientes con
mutaciones en MITF y PAX3, respectivamente. El gen MITF ha sido
relacionada con pacientes con SW tipo 2 y el gen PAX-3 ha sido identificada

en el SW tipo 1 (Nobukuni and Tachibana, 1996).

La deficiencia auditiva que presentan estos pacientes, se explica por el
agotamiento de los melanocitos en la cdclea (Nobukuni and Tachibana,

1996).

Los sintomas de los pacientes con SW-2 son: anormalidades pigmentarias en
el pelo, ojos y piel e hipoacusia neurosensorial, siendo ausente la distopia
cantorum. El paciente de nuestro estudio, ademas de hipoacusia
neurosensorial prelingual presenta mechén blanco en el pelo vy

heterocromia del iris.
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El fenotipo de los pacientes con SW-1 es el mismo que el tipo 2 pero
asociado también a distopia cantorum. Nuestro paciente con la mutacion en
el gen MITF, presenta hipoacusia neurosensorial bilateral, de grado
profundo en el oido derecho tratado mediante implante coclear y de grado
moderado en el oido izquierdo, portador de prétesis auditiva. El segundo
paciente, en este caso con la mutacién en el gen PAX-3, es el Unico paciente
del estudio con una hipoacusia unilateral profunda, cuyo test genético no
fue solicitado por el Servicio de Otorrinolaringologia sino por Neonatologia
debido a las manifestaciones clinicas como la heterocromia de iris y a la

malformacioén renal asociada.

5.2.3 Sindrome braquiootorrenal (BOR)

El sindrome de BOR es la segunda causa mas frecuente de hipoacusia
hereditaria sindromica. El fenotipo se caracteriza por hipoacusia, anomalias

renales, y malformaciones en los arcos branquiales.

El 40% de los pacientes afectos de Sindrome BOR presentan una mutacién
en el gen EYAL. Este gen ayuda en el desarrollo de todos los componentes
del oido interno desde la aparicidon de la placoda o6tica. Clinicamente, la
hipoacusia es la caracteristica mas frecuente de este sindrome
detectandose en mas del 90% de los pacientes afectados. En la poblacidon

caucasica las mutaciones mas frecuentes de este gen son p.R440Q, c.867 +
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5G>A y p.R297X (Castiglione et al., 2014). En los pacientes de nuestro

estudio no se ha detectado ninguna de estas mutaciones.

Se ha descrito que la hipoacusia puede ser de tipo conductiva (30%),
neurosensorial (20%) o mixta (50%) y desde un grado leve hasta un grado
profundo. Por lo que debe realizarse a todos los pacientes con sospecha o
diagnodstico genético de este sindrome un TAC de pefiascos para estudiar el

oido interno y medio (Castiglione et al., 2014).

Los dos pacientes de nuestro estudio presentan mutaciones en el gen EYAL

El primer paciente se trata de un vardn de 2 afios de edad que presenta una
hipoacusia prelingual, bilateral, mixta, grado moderado-severo y estable
(figura 45). Ademas, asocia fistula en 22 arco branquial y dismorfia facial. En
el TC de Pefiascos realizado se observd una malformacion del oido interno

bilateral (figura 46).
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Figura 45. Audiometria tonal paciente N279. Observamos una hipoacusia
mixta bilateral y simétrica grado moderado-severo con afectacion
predominante en las frecuencias graves, fenotipo caracteristico en las

hipoacusias genéticas causadas por mutaciones en el gen EYAL.
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Figura 46. TAC Peifiascos paciente N°79. Corte Axial. Observamos una
malformacion de oido interno bilateral y simétrica que consiste en un
defecto de septacion de espiras medias y apical con dpex coclear de aspecto
quistico (flecha azul) y una enorme dilatacion del acueducto vestibular

(flecha naranja), constituyendo una particion incompleta tipo Il.

El segundo paciente esta pendiente de finalizar el estudio auditivo debido a

gue en el screening auditivo al nacimiento no paso las Otoemisiones
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acusticas de forma bilateral. Ademds, presenta fositas y apéndices

auriculares bilaterales.

5.2.4 Sindrome de Stickler

Es una enfermedad del tejido conjuntivo que incluye problemas

oftalmoldgicos, auditivos, articulares y dismorfismos faciales.

En nuestro estudio, los dos pacientes con Sindrome de Stickler pertenecen a
la misma familia (madre e hijo) y fueron remitidos a la Unidad de Genética
tras el diagndstico de Hipoacusia neurosensorial bilateral. En ambos se
detectéd una mutacidn en el gen COL11A2. La mutacion c.4392+1G>A fue
descrita previamente por Brunner et al. en 1994, asociada al Sindrome de
Stickler sin afectacidn ocular. Tras el diagndéstico genético, se revisd
clinicamente a los pacientes y se observd que ambos presentan alteraciones
maxilofaciales y problemas osteoarticulares junto a wuna hipoacusia
neurosensorial bilateral postlingual. El primer caso de grado leve-moderado
y evolucién estable y el segundo caso de grado severo-profundo y de
caracter progresivo. Como vemos, a pesar de que ambos sufren la misma
mutacion, c.4392+1G>A, el fenotipo de su hipoacusia es diferente. Ademas,

ninguno de los dos pacientes sufre patologia a nivel ocular.

En general, los pacientes con este sindrome, suelen presentar hipoacusias

neurosensoriales, estables y con un grado leve. Cuando la hipoacusia es
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mixta o conductiva se observa principalmente en nifios debido a otitis

medias cronicas asociadas (McGuirt et al., 1999).

En concreto, en los pacientes con mutaciones en el gen COL11A2, es mas
frecuente observar sorderas no progresivas, aunque de mayor severidad y

afectando las frecuencias graves y medias (McGuirt et al., 1999).

Brunner et al. en 1994 publicaron, en su serie de 16 pacientes con
mutaciones en el gen COL11A2, que la hipoacusia se caracterizaba por ser
de tipo neurosensorial, grado leve-moderado, progresivas y afectando a
todas las frecuencias. Ademds, en algunos pacientes se asociaban otitis

medias de repeticion causando hipoacusias mixtas y de transmision.

5.2.5 Sindrome de Sordera-Infertilidad

La delecién en homocigosis de los genes STRCy CATSPER2 en el cromosoma
15915 dan lugar al sindrome de sordera-infertilidad masculina (DIS), de
herencia autosémico-recesiva, que se caracteriza por una hipoacusia de
inicio temprano (normalmente de cardcter moderado) en hombres vy
mujeres e infertilidad exclusivamente masculina, ya que estos genes se

expresan en el oido interno y en el semen (del Castillo et al., 2002).

En nuestro estudio hemos detectado este sindrome en 3 pacientes de edad
pediatrica (dos nifios y una nifia), presentando todos el mismo fenotipo,

hipoacusia neurosensorial bilateral, simétrica, postlingual, moderada y
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estable (figura 47). Los pacientes del género masculino, ademads de la
sordera, sufriran en un futuro infertilidad. En el paciente vardn, el
diagnostico ha sido presintomatico, lo que es importante de cara al

prondstico y asesoramiento genético de los pacientes
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Figura 47. Audiometria tonal paciente N218. Observamos una hipoacusia

neurosensorial bilateral y simétrica grado leve.

5.3 El presente vy el futuro de la hipoacusia hereditaria:

La introduccién de las técnicas de secuenciacidn masiva, ha permitido
facilitar el diagndstico genético en las enfermedades con gran

heterogeneidad genética como es la hipoacusia.

Tras el analisis y redaccion de este estudio, apoyamos las ultimas
recomendaciones publicadas en la CODEPEH sobre el estudio genético.

Sugieren como primera opcidn la secuenciacién de la NGS limitada a un
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panel de genes determinado segun la etnicidad de la poblacion a estudiar.
Pero hay que tener en cuenta que uno de los problemas de la NGS es la
interpretacion clinica de los hallazgos. Se ha observado que hasta un 30% de
las variantes genéticas que se habian descrito como causa de enfermedad
en la literatura, se podrian haber malinterpretado (Nufiez-Batalla et al.,
2020). Por esto, es necesario compartir la informacién que obtenemos de

los estudios con la comunidad cientifica.

La frontera entre las hipoacusias sindromicas y no sindrémicas es dificil de
detallar debido a que muchos signos clinicos que acompaiian las hipoacusias
sindromicas aparecen en edad tardia y, ademads, su expresividad es muy
variable. Por lo tanto, es recomendable incluir los genes implicados en
hipoacusias sindrémicas frecuentes en el panel de secuenciacidn,
permitiendo asi una mayor tasa de diagndstico y un diagndstico

presintomatico de los sintomas asociados que apareceran posteriormente.

El trabajo en equipo entre otorrinolaringdlogos y genetistas es fundamental.
En la fase de diagndstico, los genetistas requieren del conocimiento clinico
de los pacientes para una correcta interpretaciéon de los resultados
obtenidos y por tanto para el diagndstico genético, para ello es importante
una buena anamnesis y exploracién fisica del paciente por parte de los

otorrinolaringdlogos.

Una vez resuelto el diagndstico, los otorrinolaringélogos tenemos que ser

capaces de informar al paciente y su familia de los resultados, pero los
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profesionales especialistas en genética aportaran al paciente mayor
informacidén sobre el riesgo de transmisidon a su descendencia y en la toma
de decisiones reproductivas, responsabilizdndose del proceso de

asesoramiento genético.

La identificacién de los genes responsables de la hipoacusia, nos ayuda a
predecir la evolucion de nuestros pacientes y por tanto adelantarnos a la
hora de elegir la opcién terapéutica mds adecuada en cada caso (proétesis
auditivas, cirugia de implante coclear, futuras terapias génicas...). Los
dispositivos auditivos son muy efectivos, pero no restauran la audicidon
“normal”, lo que hace que el desarrollo de terapias génicas para restaurar o

prevenir la hipoacusia sea una meta actualmente en estudio.

Se estan implementando varios enfoques terapéuticos a nivel genético

como son: la suplementacion, silenciamiento o edicién de genes.

La terapia génica mas utilizada hasta la fecha es un “transgén” funcional o
terapéutico que reemplaza o complementa el gen defectuoso responsable
de la hipoacusia. El transgén se administra directamente a las células diana
o se reconstituye en los nucleos de las mismas. Pueden tratarse con esta
estrategia las mutaciones recesivas bialélicas y las mutaciones dominantes

con pérdida de funcién (Delmaghani and EI-Amraoui, 2020).
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El oido interno es particularmente susceptible a las intervenciones
terapéuticas por dos razones fundamentales: en primer lugar, el drgano
estd compuesto de compartimentos confinados a los que se puede
administrar el agente terapéutico con un riesgo minimo de difusion al resto
de tejidos circundantes y, en segundo lugar, el oido esta lleno de fluidos
(endolinfa y perilinfa), favoreciendo la diseminacién a un gran nimero de

células diana si se administran localmente agentes terapéuticos.

Se ha descrito, que la forma mds comun y exitosa de administrar agentes al
oido interno, es un abordaje intracoclear a través de la ventana redonda

llegando a la rampa timpanica (Delmaghani and EI-Amraoui, 2020).

Concretamente, se han observado resultados prometedores en el
tratamiento de la hipoacusia relacionada con mutaciones del gen OTOF en
estudios experimentales con roedores y posteriormente en primates no
humanos. Esto ha motivado a empresas de biotecnologia como DECIBEL a
comenzar ensayos clinicos Fase 1 en nifios. El primero de ellos tiene como
objetivo, tratar la hipoacusia neurosensorial causada por mutaciones del
gen OTOF en ninos con sordera de grado severo-profundo. Los nifos
candidatos para incluirlos en el estudio deben ser cribados y diagnosticados
precozmente ya que en estudios preliminares se ha estimado que la edad
6ptima para realizar el tratamiento es antes de los dos afios de edad. Esto

ha sido investigado y descrito por varios autores como Akil et al. en 2019,
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Santarelli et al. en 2009 y 2015, Rodriguez Ballesteros et al. en 2003, Vargas
et al. en 2003 y Chiu et al. en 2010.
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6 CONCLUSIONES

1. El panel NGS disenado en este trabajo presenta una eficacia
diagnostica del 45,40% en pacientes con hipoacusia neurosensorial

y/o mixta bilateral.

2. Los loci/genes responsables de hipoacusia hereditaria mas

frecuentes en nuestro estudio han sido DFNB1, MYOG6 y TECTA.

3. Se han identificado mutaciones patoldgicas en 27 genes diferentes,
corroborando la elevada heterogeneidad genética que presentan las

hipoacusias hereditarias.

4. Hemos detectado 79 mutaciones diferentes, de las cuales 28 no han
sido descritas previamente, es decir, el 35.44% de las mutaciones
encontradas, son noveles. Lo que contribuye a aumentar el

conocimiento sobre las bases genéticas de las hipoacusias.

5. Hemos observado una relacién estadisticamente significativa entre
presentar antecedentes familiares de hipoacusia + sordera
prelingual y diagnosticar la causa genética de la misma. Por lo que
podriamos concluir que el diagndstico genético mediante panel NGS,
serd mas coste-efectivo en pacientes con estas dos caracteristicas

clinicas.
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6. El analisis de la correlacién genotipo-fenotipo llevado a cabo en este
estudio nos ha sido util para comprender mejor la historia natural de
la hipoacusia en cada paciente y nos permitira realizar valoraciones
terapéuticas y prondsticas en los nuevos pacientes que se vayan

estudiando en los afios venideros.
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