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RESUMEN

Introduccion: la presbiacusia es una forma frecuente de pérdida auditiva relacionada
con el envejecimiento, caracterizada por la disminucion gradual de la capacidad
auditiva como consecuencia del deterioro natural del sistema auditivo. En este es-
tudio se realizd una busqueda bioinformatica con el objetivo de identificar genes
hub con potencial como biomarcadores implicados en el desarrollo de la presbiacusia.
Métodos: se realizd la busqueda de conjuntos de datos de interés en el repositorio
GEO relacionados con presbiacusia, con el perfil de expresion GSE98070. Los genes
expresados se analizaron mediante la herramienta GEO2R, aplicando el filtrado a
través de diagramas de volcan (volcano plot) para identificar genes comunes. Poste-
riormente, se llevo a cabo un analisis de enriquecimiento funcional, la construccion
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de una red de interaccion proteina-proteina y la evaluacion de la relevancia de las
proteinas identificadas. Resultados. de las 2040 secuencias génicas identificadas, se
detectaron 26 genes comunes vinculados a la regulacion de la presbiacusia en mode-
los murinos. Los principales clusteres de interaccion incluyeron genes como YY1,
CBX4, ELAVLI, SRSF7y SRSF6, los cuales estan estrechamente ligados a la pres-
biacusia. Entre ellos, el gen CBX4 fue seleccionado como el mas relevante debido
a su estructura cristalografica y a la existencia de estudios de asociacion en modelos
murinos con pérdida auditiva. Conclusion: el estudio in silico permiti6 identificar al
gen CBX4 como un gen altamente asociado con la presbiacusia, destacandolo como
un potencial biomarcador y blanco terapéutico.

ABSTRACT

Introduction: Presbycusis is a common form of age-related hearing loss characte-
rized by a gradual decline in hearing ability as a result of natural deterioration of
the hearing system. In this study, a bioinformatic search was conducted to identify
Hub genes with potential as biomarkers involved in the development of presbycusis.
Methods: A search was conducted in the GEO repository datasets of interest related
to presbycusis, using the expression profile GSE98070. The expressed genes were
analyzed using the GEO2R tool, applying filtering through volcano plots to identify
common genes. Subsequently, a functional enrichment analysis was performed, a
protein-protein interaction network was constructed, and the relevance of the iden-
tified proteins was evaluated. Results: Of the 2040 gene sequences identified, 26
common genes linked to presbycusis regulation in murine models were detected.
The main interaction clusters included genes such as YY1, CBX4, ELAVLI, SRSF7,
and SRSF6, which are closely linked to presbycusis. Among them, the CBX4 gene
was selected as the most relevant due to its crystallographic structure and the exis-
tence of association studies in murine models with hearing loss. Conclusion: The
in silico studies identified the CBX4 gene as highly associated with presbycusis,
highlighting it as a potential biomarker and therapeutic target.

Introduccion

afios y hasta el 50% a mayores de 75 afios (6). En Espaiia, la
prevalencia de la presbiacusia aumenta con la edad, con re-

La presbiacusia es una patologia médica descrita como la
pérdida auditiva progresiva, o hipoacusia, asociada al en-
vejecimiento. Aunque su incidencia y prevalencia no se
conocen con precision, se estima que aproximadamente en-
tre el 25% y el 30% de los adultos de 65 a 74 afios presentan
algiin grado de hipoacusia, cifra que aumenta hasta el 50%
en adultos mayores de 75 afios, en muchos casos con conse-
cuencias funcionales significativas (1-3).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que
para el afio 2025 habra alrededor de 1200 millones de per-
sonas mayores de 60 afios en el mundo, de las cuales mas de
500 millones podrian experimentar un deterioro significativo
en su calidad de vida a causa de la presbiacusia (4).

Una de las principales consecuencias de la presbiacusia
es la demencia, ya que la hipoacusia se considera uno de los
factores de riesgo mas relevantes y potencialmente modifi-
cables para su desarrollo (5). Por lo tanto, el reconocimiento
temprano y el manejo apropiado de la presbiacusia son fun-
damentales para prevenir sus consecuencias (5).

Se considera una entidad de discapacidad crénica que
afecta aproximadamente al 5% de la poblacion mundial; de
estos casos, el 33% corresponde a pacientes mayores de 65

portes que alcanzan hasta el 100% en individuos de 80 afios
o mas (7). En Colombia, un estudio realizado en Bogota
mostro una prevalencia de presbiacusia del 13,6% en adultos
mayores de 60 afios, siendo mas frecuente en personas de
nivel socioecondmico bajo y en aquellas sin alfabetizacion
(8). No obstante, es probable que estas cifras estén subregis-
tradas en paises como Colombia, debido a la falta de acceso
a los servicios de salud y a programas de tamizaje dirigidos
a adultos mayores.

El diagnostico de la presbiacusia se fundamenta en estu-
dios audiologicos objetivos que permiten cuantificar tanto el
grado como el tipo de hipoacusia. En el contexto colombia-
no, la audiometria tonal y la logoaudiometria constituyen las
mejores herramientas, ya que evaliian frecuencias entre 250
Hz y 8000 Hz, con intensidades que oscilan entre 0 dB y 120
dB (9). Por lo general, las audiometrias tonales en la presbia-
cusia reportan curvas descendentes, con preservacion de las
frecuencias graves y afectacion progresiva de las frecuencias
agudas. Por su parte, la logoaudiometria usualmente refleja
niveles promedio de comunicacion interpersonal alrededor
de 50 dB de intensidad (10).
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Existen diversos factores de riesgo asociados al desarrollo
de la presbiacusia, entre ellos el bajo nivel socioeconomico,
el trauma acustico, la exposicion a ototoxinas (como amino-
glucoésidos, agentes quimioterapéuticos y metales pesados),
las infecciones virales, el tabaquismo, la hipertension arterial,
la diabetes mellitus, las enfermedades vasculares, los trastor-
nos inmunitarios y los factores hormonales. Asimismo, se
han descrito factores dietéticos, en especial dietas ricas en
grasa, como posibles factores desencadenantes (11-13). En
los tltimos afios, también se ha reconocido ampliamente la
participacion de un componente genético que predispone a la
hipoacusia relacionada con la edad (14).

En la literatura actual, la investigacion genética sobre
la hipoacusia se ha enfocado principalmente en pacientes
menores de 45 afios y en ausencia de factores de riesgo am-
bientales (15). Estudios realizados en gemelos dicigoticos,
con edades comprendidas entre 36 y 80 afios, han demos-
trado que la hipoacusia en frecuencias altas puede atribuirse
tanto a factores genéticos como ambientales, en relacion con
antecedentes médicos, susceptibilidad a especies reactivas
de oxigeno (ROS) y dafio del ADN mitocondrial (16, 17). En
poblacion adulta mayor, se ha propuesto que entre el 35% y
el 55% de los casos de envejecimiento del oido interno pre-
sentan antecedentes familiares (18, 19).

En este contexto, el estudio de las caracteristicas genéti-
cas de la presbiacusia podria permitir una comprension mas
detallada de los mecanismos fisiopatologicos implicados
en el desarrollo de la hipoacusia, con el fin de disminuir su
frecuencia y gravedad, asi como orientar el desarrollo de te-
rapias dirigidas a prevenirla o retrasar su progresion (20).

Es importante hacer un diagnéstico temprano de la pér-
dida auditiva con el fin de identificar y modificar los factores
de riesgo que puedan contribuir a su progresion. La hipoacu-
sia es una consecuencia de la pérdida o el dafo de las células
ciliadas sensoriales y de las neuronas auditivas primarias. Su
etiologia puede ser compleja y multifactorial, e incluye cau-
sas tanto adquiridas como congénitas, muchas de las cuales
no se comprenden por completo (21).

Aunque se trata de una afeccion irreversible, el uso de
dispositivos de rehabilitacion auditiva ha permitido mejorar
la calidad de vida de los pacientes. Sin embargo, muchos
de ellos abandonan su uso por diversos motivos (16). Como
alternativa, los implantes cocleares representan una opcion
terapéutica eficaz, aunque requieren de un abordaje quirargi-
co, un entrenamiento especial y, en algunos paises, su acceso
esta limitado por razones econdmicas (22).

En el ambito genético, existen pocos estudios dedicados a
la exploracion bioinformatica de genes hub, lo que constituye
un vacio relevante en la investigacion cientifica. Profundizar
en esta area podria contribuir a esclarecer la etiologia de las
hipoacusias asociadas al envejecimiento o presbiacusia. Asi-
mismo, otra linea terapéutica se orienta a la regeneracion o
reparacion de las células ciliadas danadas mediante el uso de
péptidos, como Atohl (23, 24). Finalmente, el uso de células
madre ha demostrado resultados prometedores, aunque toda-
via carece de evidencia solida para su aplicacion (25, 26).

El objetivo del presente trabajo es la identificacion de
los perfiles diferenciales de expresion génica asociados a hi-
poacusias relacionadas con el envejecimiento. Esto con el
fin de determinar cuales genes pueden presentar una mayor
asociacion con la presbiacusia, con el propdsito de proponer
posibles agentes terapéuticos tanto preventivos como tera-
péuticos en un futuro.

Metodologia
Tipo de estudio

Se realizé un estudio in silico bioinformatico.
Bioinformatica y recoleccion de datos

Para la recoleccion y obtencion de datos de perfiles de
expresion génica, fue necesaria la implementacion de herra-
mientas bioinformaticas que permitieron identificar dianas
bioldgicas y compuestos bioactivos para el tratamiento de las
pérdidas auditivas relacionadas con el envejecimiento.

El conjunto de datos del perfil de expresion GSE98070
se descargd de la base de datos GEO (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/gds) y se generd utilizando la plataforma 6Agi-
lent-014850 Microarray full human genoma 4x44K G4112F
(version con ntimero de funcion). Para la identificacion del
conjunto de datos se emplearon los siguientes criterios de
busqueda: pérdida auditiva, Homo sapiens (organismo), perfil
de expresion por matriz (tipo de estudio) y tejido (nombre de
atributo). El analisis diferencial se realizd con la herramienta
GEO2R, empleando como criterios de seleccion un valor de p
ajustado <0,05 o un cambio logaritmico de (FC) >2.

Andalisis de enriquecimiento funcional

Los perfiles de genes expresados diferencialmente fueron
filtrados y analizados con la herramienta GEO2R. Poste-
riormente se recopilaron los datos de genes ontoldgicos
(GO), incluyendo los componentes celulares, las funciones
moleculares, las vias bioldgicas implicadas y los fenotipos
clinicos en los cuales tuvieron efectos. Estos datos se some-
tieron a un analisis de enriquecimiento funcional mediante el
software FunRich (27).

Redes de interaccion proteina-proteina

Los perfiles de genes expresados diferencialmente se evaluaron
a partir de la red de interaccion proteina-proteina, utilizando la
base de datos de STRING (28), bajo los criterios de seleccion
FC >2 y valores de p <0,05. La visualizacion de la red de inte-
raccion se realizo mediante el software Cytoscape (29).

Identificacion de genes hub

La identificacion de genes hub fue realizada a partir de la
red de interaccion proteina-proteina, mediante la implemen-
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tacion de los algoritmos de deteccion MCODE y MCC de
Cytoscape. Para MCODE, se establecieron los siguientes
criterios de seleccidon: valor de corte = 0,2; K-nucleo = 2;
profundidad méaxima = 100. Por su parte, el algoritmo MCC
se calcul6 identificando los nodos centrales a través del com-
plemento CytoHubba (30).

Resultados

Perfiles de genes expresados diferencialmente

Las muestras de la pared lateral coclear (CLW, por sus si-
glas en inglés) del oido interno de ratones jovenes y adultos
revelaron caracteristicas de los mediadores moleculares im-
plicados en la alteracion patologica asociada a la presbiacusia.
La comparacion de los perfiles de expresion de ARNm y mi-
cro-ARN obtenidos mediante microdiseccion de la CLW en
ratones jovenes y viejos permitid perfilar los cambios trans-
cripcionales inducidos por el envejecimiento, identificando
genes expresados diferencialmente. El analisis realizado con

Volcano plot
GSE98070: MicroRNAs as Regulators of Aging

Processes in the Cochlear...
CLW young vs CLW old , Padj<0.05

-log10 (valor p)

Log2 (fold change)

GEO2R permiti6 identificar 2040 secuencias génicas, de las
cuales 1082 correspondieron a genes regulados positivamente
y 958 a genes regulados negativamente. La media de diferen-
cia muestra una alta correlacion en los perfiles de expresion,
como se puede observar en la Figura 1.

La identificacion de los perfiles de expresion géni-
ca diferencial, mediante el analisis de interseccion en el
diagrama de Venn, permitié evidenciar la presencia de 26
genes implicados en la regulacion de la presbiacusia tanto
en ratones jovenes como en ratones viejos (Figura 2). La
presencia de estos genes regulados, a la alta y a la baja,
demuestra que existen reguladores moleculares que estan
implicados en la expresion de proteinas potencialmente
relevantes como blancos terapéuticos en el desarrollo de
posibles tratamientos.

Red de interaccion proteina-proteina

En lared de interaccion proteina—proteina se lograron identi-
ficar 25 nodos y 12 conexiones con un promedio de nodos de

Grifico de diferencia de medias
GSE98070: microARN como reguladores de procesos de
envejecimiento en la pared lateral coclear
CLW joven vs. CLW viejo, Padj <0,05

Log2Exp

Figura 1. Expresion diferencial de secuencias génicas. Diagrama de volcan y diferencia de medias. Genes expresados diferencialmente a la
alta (color rojo) y a la baja (color azul) de las 2040 secuencias génicas identificadas. Imagen propiedad de los autores.

GENES Up Regulated

. GENES Down Regulated

958

Figura 2. Interseccion de genes vinculados a la regulacion de presbiacusia. Diagrama de Venn. Genes regulados a la alta (diagrama de color
rojo) vs. genes regulados a la baja (diagrama de color azul). Interseccion de 26 genes vinculados a la regulacion (tanto alta como baja).

Elaborada por los autores.
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Figura 3. Red de interaccion proteina-proteina. Secuencia de los
perfiles de genes expresados diferencialmente que estan implicados
en la traduccion de proteinas. Elaborada por los autores.

0,96. Los nodos centrales generados por el algoritmo MCO-
DE identificaron los genes YY1, PCGF3 y CBX4 como una
de las interacciones mas importantes de la red, al igual que
los nodos centrales de EAVL1, SRSF7 y SRSF6 que compar-

ten igual relevancia en la red (Figura 3).

Identificacion de genes hub

Los genes hub, identificados a partir del analisis de la red de
interaccidon proteina-proteina, se determinaron mediante el
algoritmo MCC del complemento CytoHubba. La Tabla 2
muestra la clasificacion de los cinco principales genes hub,
junto con sus simbolos, nombres y funciones proteicas co-
rrespondientes.

Estos genes desempeiian funciones importantes en varios
procesos bioldgicos, entre ellos la regulacion de la transcrip-
cion, la estabilizacion del ARNm, el splicing del pre-ARNm
y la diferenciacion celular.

El analisis de enriquecimiento de los genes hub del top
5 evidenci6 que los procesos bioldgicos asociados a YY1,
CBX4, ELAVLI, SRSF7 y SRSF6 estan relacionados en
un 100% con la regulacién de nucleobases, nucleosidos,
nucledtidos y con el metabolismo de los acidos nucleicos
(Figura 4). Ademas, el 20% de las funciones moleculares
corresponde a las actividades reguladoras transcripcionales
y el 60% esta vinculado a las uniones a ARN.

Enriquecimiento de los 5 genes hub principales

Por otro lado, las rutas biologicas estan asociadas a la ex-
presion de genes, involucrando los procesos de iniciacion,
elongacion y terminacion de la transcripcion. Asimismo, parti-
cipan factores transcripcionales especificos, como E2FL, YY1,
NRF1, SP1, SP4, KLF7 y ERG1 (Figura 5).

Tabla 2. Clasificacion de los 5 genes hub principales.

Simbolos de los genes Nombres de los genes

Funciones proteicas

YY1 Proteina represora transcripcional YY1

Factor de transcripcion multifuncional que ejerce
un control positivo y negativo sobre un gran nimero
de genes celulares y virales, al unirse a sitios que se
solapan con el sitio de inicio de la transcripcion.

CBX4

E3 SUMO-proteina ligasa CBX4; E3 SUMO-proteina
ligasa que facilita la conjugacion SUMO1 por UBE2I

Participa en la sumoilacion de HNRNPK, un coactivador
transcripcional de p53/TP53, por lo que regula
indirectamente la activacion transcripcional de p53/
TP53 que da lugar a la expresion de p21/CDKN1A.
Monosumoila ZNF131.

ELAVLA1

Proteina 1 de union al ARN similar a ELAV

Interviene en la diferenciacion de las células madre
embrionarias (ESC): se une preferentemente a los
ARNm que no estan metilados por la N6-metiladenosina
(m6A), estabilizandolos y promoviendo la diferenciacion
de las ESC (por similitud).

SRSF7

Factor de division, rico en arginina/serina 7

Necesario para el splicing del pre-ARNm. También
puede modular el splicing alternativo in vitro. Reprime
el splicing del exdn 10 de MAPT/Tau. Puede funcionar
como adaptador de exportacion implicado en la
exportacion nuclear de ARNm, como la histona H2A.

SRSF6

Factor de division, rico en arginina/serina 6

Interviene en la cicatrizacion de heridas y en la
regulacion de la diferenciacion y proliferacion de
queratinocitos a través de su papel en el splicing
alternativo; pertenece a la familia del factor de
splicing SR.

Tabla elaborada por los autores.
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Proceso biolégico

Funcion molecular

Actividades reguladoras

Regulacion de nucleobases,
nucledsidos, nucleotidos y
metabolismo de los 4cidos

nucleicos (100%)

~

transcripcionales (20%) —

_Actividades de los factores
de transcripcion (20%)

“~Unidn a ARN (60%)

Figura 4. Procesos bioldgicos y funciones moleculares de los genes principales. Los 5 genes principales estan relacionados con la regulacion
de nucleobase, nucledsido, nucledtido y el metabolismo de acido nucleico dentro del proceso bioldgico. Dentro de la funcion molecular, el
20% son reguladores transcripcionales, el 60% de las uniones a ARN y el 20%, reguladores de la actividad transcripcional. Elaborada por los

autores.

Via biolégica

ARN polimerasa II
Terminacion de la transcripcion (40%)

Procesamiento posterior a la
elongacion de la transcripcion (40%)

Procesamiento del extremo 3' del
ARNm (40%)

Escision de la transcripcion en
la region de terminacion (40%)

_—Splicing deARNm (40%)

“~—_Expresion génica (40%)

|_Procesamiento posterior a la elongacion
del pre-ARNm con intrones (40%)

Transcription Factor

ATF1 (40%) |
HOXAS5 (40%) —

PLAU (40%)
[ = EGRI (60%)

— ASCL2 (40%)

KLF (80%)
> _— ELKI (40%)

POUF1 (40%)
SP4 (80%)

—— NFYA (40%)

ATF3 (40%) ~~— CTCF (40%)

N E2FI (60%)

SP1 (100%)

NRF1 (60%) YY1 (60%)

Figura 5. Rutas bioldgicas y factores transcripcionales de los 5 principales genes hub. Asociacion con cada ruta bioldgica involucrada, ademas
de su afinidad por otros factores de transcripcion. Elaborada por los autores.

Discusion
La presbiacusia se define como una pérdida auditiva neuro-
sensorial, bilateral, simétrica y progresiva, secundaria a la
degeneracion gradual de la coclea y de las vias auditivas.
Estd determinada por la interaccion de factores genéticos,
ambientales y sociales, asi como por enfermedades rela-
cionadas con el envejecimiento. Este tipo de hipoacusia
afecta principalmente las frecuencias agudas y compromete
la inteligibilidad conversacional (30). Se considera una ma-
nifestacion natural del proceso de envejecimiento (7, 31, 32).

Desde el punto de vista genético, se ha identificado que
las mutaciones en genes reguladores de las células cilia-
das del oido interno son un factor contribuyente relevante.
Estas células ciliadas, esenciales para la conversion de las
vibraciones sonoras en sefiales eléctricas, experimentan
una degeneracion en el contexto de la presbiacusia senso-
rial (33, 34).

De forma simultdnea, se producen cambios patoldgicos
en el sistema nervioso central que dan lugar a la presbiacu-
sia neural. Este proceso implica la disminucion del nimero

de neuronas en el ganglio espiral, ubicado en la coclea,
lo que compromete la eficiencia en la transmision de las
seflales auditivas hacia el sistema nervioso central y, en
consecuencia, reduce la agudeza auditiva asociada al enve-
jecimiento (34, 35).

Asimismo, existen otras alteraciones fisiopatologicas
que pueden empeorar o exacerbar la presbiacusia. Entre
ellas se encuentra la otoesclerosis, que limita la transmision
adecuada de las ondas sonoras y favorece la aparicion de
presbiacusia conductiva (36, 37), afectando del mismo modo
la calidad de la comunicacion (38, 39).

En este estudio se analizaron los genes hub identificados
con el fin de evaluar su posible implicacién en el tratamien-
to profilactico de la presbiacusia, mediante la utilizacién de
herramientas bioinformaticas como GEO2R. El andlisis de
enriquecimiento de los 5 principales genes hub reveld que
los procesos biologicos asociados a YY1, CBX4, ELAVLI,
SRSF7 y SRSF6 estan estrechamente relacionados con la
regulaciéon y el metabolismo de nucleobases, nucledsidos,
nucleétidos y acidos nucleicos en general. Ademas, se deter-
mino6 que las funciones moleculares predominantes de estos
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genes corresponden, en un 20%, a la regulacion de la trans-
cripcion y, en un 60%, a la unién a ARN.

De todos estos sistemas, Chromobox 4 (CBX4) es la
unica proteina que posee actividad enzimatica, ya que
puede actuar como ligasa E3 de SUMO, participando direc-
tamente en la modificacion SUMO (40). Se ha observado
que el aumento de la expresion de CBX4 inducido por es-
trés oxidativo se asocia con una disminucion significativa
de la viabilidad celular y con un incremento de la actividad
de la CASPASA-3, lo que sugiere que la SUMO-ilacion
inhibe la proliferacion celular y promueve la apoptosis.
Este mecanismo podria presentarse tanto en la presbiacusia
como en la sordera inducida por ruido, de acuerdo con estu-
dios previos, como el realizado por Wang y colaboradores,
quienes describieron en un modelo murino distintos grados
de hipoacusia asociados a variaciones polimorficas en la
proteina CBX4 (41).

Por otra parte, los otros genes no fueron seleccionados
como posibles blancos terapéuticos. En el caso de YY1, este
expresa una proteina ubicua, lo que podria limitar la selec-
tividad en el desarrollo de farmacos. Respecto a los genes
relacionados con el splicing alternativo, si bien constituyen
blancos prometedores, su analisis se alejaba del enfoque de
este estudio, orientado a la busqueda de moléculas pequefias
de origen natural capaces de actuar en sistemas proteicos cris-
talizados mediante métodos computacionales. No obstante,
su importancia no se descarta para futuras investigaciones.

En este contexto, el gen CBX4, responsable de la ex-
presion de la proteina CBX4, se perfila como un blanco
terapéutico relevante para el tratamiento y la deteccion de la
presbiacusia. Es necesario continuar los estudios y evaluar
posibles tratamientos farmacoldgicos orientados a la inhibi-
cion de esta proteina, con el objetivo de prevenir o retrasar el
desarrollo de la presbiacusia.

Conclusién

Los estudios in silico aportan informaciéon molecular y
genética de gran relevancia para el desarrollo de futuras
estrategias terapéuticas, tanto farmacologicas como diag-
noésticas. En relacion directa con la presbiacusia, el analisis
computacional identificé al gen CBX4 como un candidato
altamente asociado a la presbiacusia y como un posible blan-
co terapéutico.

Si bien aun se requieren mas estudios, asi como el desa-
rrollo de acoplamientos proteicos y blancos terapéuticos, el
resultado de este estudio posiciona al CBX4 como un poten-
cial referente en el abordaje de una patologia actualmente
irreversible.
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