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Resumen

El desarrollo del lenguaje es fundamental en el individuo para poder comunicarse e
interaccionar durante la vida adulta. El desarrollo de éste es crucial durante los primeros
los primeros afios de vida, y debe permitir al nifio adquirir cualquier tipo de lenguaje al
que se le exponga, pero esto no ocurre de la misma manera en todos los nifios, debido a
que existen una serie de sistemas que dependen tanto de factores genéticos como de
factores ambientales.

El estudio de este componente genético relacionado con trastornos del lenguaje, como la
dislexia, es una fuente de interés para ver como afecta al futuro desarrollo del individuo.
Por ello, el estudio longitudinal en recien nacidos resulta muy interesante para ver hasta
que punto la genética afecta, antes de que se dé una importante modulacién ambiental.
Esta relacion entre genética y factor ambiental se puede observar a través de la respuesta
de seguimiento de frecuencia (FFR) —una respuesta eléctrica cerebral a los sonidos del
lenguaje, que ha mostrado diferencias significativas en la expresion de esta debido a la
expresion del gen.

La dislexia es un trastorno del lenguaje comun, que afecta alrededor de un 5-10% de la
poblacion y principalmente se define como la dificultad para decodificar las palabras,
provocando a su vez problemas de lectura a pesar de tener una inteligencia adecuada. Es
decir, no estd asociada a ningun retraso, y se da pesé a que los sujetos tengan buenas
oportunidades educativas. Dependiendo del paciente, pueden aparecer una amplia gama
de deterioros del comportamiento mas basico, como deficiencias en el procesamiento
fonoldgico, memoria a corto plazo, atencion visuoespacial alterada y procesamiento
auditivo rapido.

Dos de los genes conocidos como genes clasicos de susceptibilidad en la dislexia, son el
KIAA0319 y el DCDC2. Con lo cual, un polimorfismo, es decir, una variacion en la
secuencia en cualquiera de estos dos genes implicara (o puede implicar) que el paciente
desarrolle este trastorno o que tenga una predisposicion a él y en consecuencia desarrolle
todos los problemas mencionados anteriormente.

El objetivo del presente estudio es encontrar alguno de estos dos polimorfismos, poderlos
correlacionar con la FFR y encontrar alguna alteracion en esta, debido a que ya ha servido
como un codificador de la dislexia. Es decir, los nifios que presentan este trastorno tendran
una FFR alterada o diferente y el efecto de esta alteracion no se encuentra en la frecuencia
fundamental, sino que se aprecia en los armonicos.

De esta manera, podriamos detectar de manera precoz este trastorno para iniciar un
tratamiento personalizado, y evitar que estos problemas mencionados se agraven con el
paso de los afios.
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Abstract

Language development is essential for the individual to be able to communicate and
interact during the adult stage. Also, language development is crucial during the first years
of life and must allow the child to acquire any kind of language to which s/he is exposed.
However, this does not happen in the same way in all children due to the existence of a
few systems that depends on both genetic and environmental factors.

The study of this genetic component associated with language disorders such as dyslexia
is a relevant source to see how it affects the future individual development. For this
reason, the longitudinal study in new-borns is very interesting to see how far genetics
affects before there is a relevant environmental modulation. This relationship between
genetics and environmental factor may be observed through the frequency following
response (FFR) —a brain response to speech sounds- which has shown significant
differences in its expression due to the gene expression.

Dyslexia is a common language disorder that affects around 5-10% of the population and
is mostly defined as the difficulty in decoding words causing at the same time reading
problems despite having an adequate intelligence level. In other words, it is not associated
to any delay, and it occurs despite the subjects have great educational opportunities.
Depending on the patient, a wide range of basic behavioural impairments may appear,
such as phonological processing deficits, short-term memory, impaired visuospatial
attention, and fast auditory processing.

Two of the genes known as classical susceptibility genes in dyslexia are KIAA0319 and
DCDC2. Therefore, a polymorphism, in other words, a variation in the sequence in any
of these two genes will imply (or may imply) that the patient develops this disorder or
has a predisposition to it and consequently develops all the disorders mentioned before.

The objective of the present study is to find any of these two polymorphisms and be able
to correlate them with the frequency following response (FFR) and find some alteration
of it because it has served as a dyslexia codifier. In other words, children with this disorder
will have an altered or different FFR and the effect of this is not found in the fundamental
frequency, but rather in the harmonics.

In this way, we could detect this disorder early to start a personalized treatment and
prevent these problems from worsening over the years.
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1. Introduccién

Los primeros 3 afios de vida de los humanos, cuando el cerebro esta en proceso de
desarrollo y maduracién, representan el periodo mas intensivo en el proceso de
adquisicion del hablay el lenguaje. Estas habilidades se desarrollan mejor cuando el nifio
estd expuesto a un mundo lleno de imagenes, sonidos y al habla y lenguaje de los demas.
El cerebro estd méas capacitado para absorber el lenguaje durante unos periodos llamados
criticos. Si estos se dejan pasar, y no se expone al nifio al lenguaje, implicara una
dificultad en el aprendizaje de este [1].

La exposicion a los sonidos y al lenguaje se da desde el inicio del embarazo. Cuando el
bebé se encuentra en el vientre materno esta protegido préacticamente de todos los sonidos
de alta frecuencia que percibe del exterior ya que estos se amortiguan a través del
abdomen y del Gtero materno [2] [3]. En cuanto nace, el bebé comienza a escuchar los
fonemas y a identificar las estructuras verbales que ira adquiriendo poco a poco, con la
finalidad de poder comunicarse con quienes le rodean y asi cubrir sus necesidades [4].
Empieza a mostrar las primeras sefiales de comunicacion cuando asimila que con el llanto
logra obtener alimento, consuelo o comparfiia. Ademas, comienza a reconocer los sonidos
importantes a su alrededor, como la voz de la madre o el cuidador [1].

Los bebés muestran una inclinacion para escuchar el habla desde que nacen [5]. A los 4
meses y medio identifican la informacion fonética en la cara y la voz [6] y a los 8 meses
son capaces de fragmentar el flujo del habla [7]. A los 9 meses, aparecen los primeros
indicios de comprension de palabras, y alrededor de los 12-13 meses comienza la creacion
espontanea de estas [8]. Pese a que el desarrollo de las palabras inicialmente es pausado,
existe un brote entre los 16-18 meses y, a los 3 afios los nifios ya poseen un vocabulario
de cientos de palabras [9]. A esta edad su capacidad linglistica empieza a aproximarse a
la de los adultos de forma progresiva, aunque requeriran bastantes afios hasta perfeccionar
tanto el vocabulario como la gramética [4].

Sin embargo, no todos los nifios desarrollan las habilidades del lenguaje y el habla de la
misma manera, pese a seguir una progresion natural o una serie de etapas para dominar
estas habilidades en comdn [1]. A veces, los nifios tardan en alcanzar estas etapas debido
a una pérdida de la audicién o algun trastorno del habla o del lenguaje. El lenguaje hace
referencia al cddigo, o sistema de simbolos, que se utiliza para transformar episodios
mentales inobservables, por ejemplo recuerdos o pensamientos, en episodios que pueden
ser percibidos por los demés [10]. El habla sin embargo, es la forma en la que se transmite
el lenguaje y se refiere especificamente a los sonidos provocados por el mecanismo oral.
A diferencia del lenguaje, se puede detectar al momento [11].

Estos trastornos del habla y del lenguaje incluyen problemas para entender lo que otros
dicen o dificultad para compartir ideas. Se descubrieron variantes genéticas vinculadas
especificamente a estos trastornos, el cual retrasa el uso de las palabras en el nifio y retrasa
el ritmo en el que este domina las habilidades del lenguaje en edad escolar [1].

Uno de estos trastornos del lenguaje es la dislexia. Esta ocurre cuando los nifios presentan
dificultades para aprender a decodificar las palabras. Supone un entorpecimiento para leer
a raiz de problemas para identificar los sonidos del habla y para comprender como estos
se relacionan con las letras y las palabras [12]. La decodificacion es la precision o fluidez
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que uno desarrolla al leer en voz alta. Cuando un nifio presenta dislexia, muestra poca
fluidez en la lectura y dificultades con la ortografia, aunque esto no implica, por lo
general, problemas con las habilidades orales o no verbales [13]. Tampoco influye en la
inteligencia, ya que la mayoria de estos nifios pueden seguir sus estudios con normalidad,
siempre que cuenten con la ayuda de un tutor o un programa de ensefianza personalizado
[14]. Estos trastornos especificos del lenguaje suelen ocurrir en ausencia de grandes
dificultades del desarrollo neuroldgico, deficiencias neuroldgicas o sensoriales, y pese a
tener una inteligencia no verbal normal [15].

Este trastorno del neurodesarrollo se suele diagnosticar en edad escolar, alrededor de los
7-8 afos, periodo en el cual la lectoescritura ya debe estar instaurada en el nifio, ademas
de tener automatizada la fusion de las letras que ve con la formacion de palabras, es decir,
leer letra por letra para expresar la palabra en su conjunto [16], [17]. Aunque a menudo
tienen una inteligencia media o superior a la media, los nifios con dislexia pueden tener
dificultades para captar conceptos abstractos y volver a narrar una historia. También les
puede costar recordar palabras, ademas de las dificultades que presentan al leer.
Principalmente debido a que invierten letras o leen palabras enteras al revés [18].
Consecuentemente, estos nifios pueden necesitar leer un parrafo tres o cuatro veces antes
de entender su contenido. En ocasiones, esto sucede como resultado de una memoria
deficiente, o un rendimiento alternante [19].

Pese a que la deteccion de este trastorno en edades mas tempranas puede ser complicado,
desde que el nifio nace hasta que desarrolla el lenguaje hay diferentes momentos donde
la adquisicion de este es critica [20]. De esta manera se abre una amplia ventana de
oportunidades para hacer un prediagndstico de la dislexia, facilitando una deteccion
precoz de ésta, cosa que podria llevar a tomar ciertas medidas de manera mas temprana
para combatir futuros problemas del lenguaje. Es decir, una evaluacion e intervencion
temprana produce unos mejores resultados aungque no tenga cura. Uno de estos momentos
criticos es el nacimiento [21] [22].

Durante los primeros afios de vida, los cimientos de los sistemas sensoriales y perceptivos
que son indispensables para el lenguaje, el comportamiento social y las emociones, se
forman, y estan muy influenciados por las experiencias durante este periodo [23] [24]. La
base de gran parte del aprendizaje que se da lugar en este periodo es gracias a la
plasticidad del cerebro, que hace referencia a la capacidad que tiene este de modificarse
para responder a los estimulos [25]. El factor més critico para el desarrollo del lenguaje
es la audicion, y varios estudios han demostrado que la representacion cerebral de las
caracteristicas acusticas del habla y la integridad de los mecanismos auditivos determinan
las habilidades lectoras y el desarrollo de los trastornos de la lectura [26] [27].

El sistema auditivo ha de codificar y procesar meticulosamente las rapidas alteraciones
de las sefiales acusticas y extraer con precision caracteristicas como la frecuencia, la
amplitud, y los inicios y compensaciones del sonido [28]. Mediante un intrincado sistema,
interconectado y paralelo, se extrae la informacion auditiva. Ingresa al tronco encefalico
desde la coclea, a través del nervio auditivo y asciende por las vias auditivas [29]. La
buena codificacion del sonido en estas vias afecta a todos los procesos cognitivos que
utilizan esta informacion y viceversa, es decir, estas vias se ven afectadas por los procesos

Genes candidatos al futuro desarrollo de la dislexia relacionados con el sistema auditivo — Tabata Cano Vegas



cognitivos. Consecuentemente, la codificacion del sonido es muy relevante en el estudio
de funciones primordiales para la comunicacion humana, como el habla y la musica [28].

La codificacion y el procesamiento eficientes de los sonidos del habla se basan en la
relacion entre los factores ambientales (por ejemplo, las diferentes experiencias auditivas)
y la predisposicién genética [30], siendo este primer causante ampliamente estudiado (Ej.
[31] [32] [33]). Ambos pueden modular la codificacion del sonido durante el desarrollo
neuroldgico del lenguaje y la adquisicion del habla. Esta modulacién se ha estudiado
mediante una respuesta obtenida del electroencefalograma llamada la Respuesta de
Seguimiento de Frecuencia (FFR — del inglés Frequency-Following Response).

La Respuesta de Seguimiento de Frecuencia es un potencial evocado auditivo, es decir
una respuesta eléctrica del cerebro a un estimulo sensorial auditivo ([34]), producido por
estimulos auditivos periddicos. La FFR se puede registrar mediante electroencefalografia
(EEG) y magnetoencefalografia (MEG) con sonidos de frecuencias en un rango de 100 —
1500 Hz [35]. Este potencial auditivo forma parte de los potenciales de tronco encefalico
del sistema auditivo (ABR), los cuales ayudan a diagnosticar posibles anomalias
neuroldgicas, asi como las vias auditivas asociadas y la sensibilidad de estas [36]. El
andlisis de los ABRs es una técnica sumamente importante en el momento de valorar la
pérdida auditiva, tumores acusticos y tumores del angulo pontocerebeloso en recién
nacidos [37].
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Figura 1. Forma de onda del estimulo y FFR cuando se presenta el estimulo /wa/ en condicion
predecible (negro) e impredecible (rojo). A. Forma de la onda acustica del estimulo, la envolvente
de este se destaca en color azul. B. Las formas de onda tanto en la condicion repetitiva como en
la variable se asemejan a la envolvente del estimulo (figura 1.A) Figura extraida de Gorina
Careta et al, 2016..

La FFR refleja la codificacion del sonido en el cerebro y sirve para estudiar la integridad,
plasticidad y significacién conductual de la sistematizacion neural del sonido [27]. Las
neuronas que producen la FFR se sincronizan exactamente con el sonido que percibe y
ademas se altera o interrumpe ante diversos trastornos del habla y del lenguaje como la
dislexia [38], [39]. Se ha visto que esta respuesta de seguimiento de frecuencia ha sido
modulada por diferentes experiencias auditivas, como el bilingtiismo o un entrenamiento
musical [40].

Dada la evidente modulacién por las diferencias experiencias auditivas, es importante
entender también como el genotipo de los individuos influye en la modulacion de la
codificacion y procesamiento de los sonidos. Para ello, estudios en recién nacidos nos
permiten descifrar la contribucién genética de la influencia ambiental. Esto es de gran
interés, ya que ofrece una oportunidad para estudiar la contribucion genética al proceso
de adquisicion del lenguaje antes de que se produzcan importantes modulaciones
ambientales.

Haciendo referencia a las variantes genéticas vinculadas a estos trastornos del habla o del
lenguaje, diversos estudios han demostrado que existe una seleccion de genes asociados
con el desarrollo de dislexia (entre otras enfermedades). Dos de estos genes conocidos
como clasicos de susceptibilidad a la dislexia son el KIAA0319y el DCDC2 [41] y ambos
estan respaldados por diversos estudios de replicacidn independientes (Ej. [15], [42]). En
los estudios iniciales de ligamiento genético identificaron alrededor de 9 loci de
susceptibilidad a la dislexia del desarrollo y se agrupan desde el DY X1 hasta el DY X9,
siendo el més repetido de los 9 el DY X2, ubicado en el cromosoma 6p22.2 [43], [44],
[45]. Este locus ha sido ampliamente estudiado, y tal como he comentado anteriormente,
dos de los genes directamente relacionados son el KIAA0319 y el DCDC2 [46].

El gen KIAAO0319 se encuentra en el cromosoma 6p22.3, en el exén 26 [47]. Desde que
se propuso su asociacion con la dislexia, se realizaron diversos estudios en distintas
poblaciones ([48], [49], [50], [51], [52], [53]) que sugieren que varios polimorfismos en
un solo nucleétido de este gen (SNP) estan asociados con el riesgo de desarrollar este
trastorno. EI KIAA0319 se expresa en el neocortex cerebral humano [54]. Esta estructura
conforma la mayor parte de la corteza cerebral, un 90% de ella'y se compone basicamente
por un conjunto de neuronas y celulas gliales que elaboran respuestas a tiempo real sobre
contenidos ya procesados por otras células nerviosas [55]. El neocértex es principalmente
la parte de nuestro cerebro responsable de nuestras habilidades cognitivas Unicas como
seres humanos y del pensamiento abstracto [56]. Por lo tanto, se considera la encargada
de nuestra capacidad de razonamiento, permitiéndonos el pensamiento ldgico y la
consciencia. A su vez, habilidades como el calculo y el lenguaje dependen de esta
estructura, requiriendo de la integracion de distintas informaciones y su transformacién
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en distintas zonas de esta. También la memoria a corto plazo, ya que el neocértex es la
zona donde queda grabada la nueva informacion [55].

El gen KIAA0319 codifica una proteina de membrana plasmética con un gran dominio
extracelular altamente glicosilado, que participa en la regulacion de la migracion neuronal
y el crecimiento de neuritas a través del procesamiento proteolitico [56], considerado
importante en la fisiopatologia de la dislexia [57]. El procesamiento proteolitico es una
forma principal de modificacion postraduccional, que se da cuando una proteasa corta
uno o mas enlaces de una proteina diana para cambiar su actividad. Este procesamiento
finaliza en la activacion, inhibicion o destruccion de la actividad de la proteina [58].

En un estudio realizado en modelos animales, llevaron a cabo un ‘Knockdown’ (técnica
mediante la cual se modifica un organismo genéticamente para obtener una expresion
reducida de uno o mas genes de su cromosoma [59]) embrionario de Kiaa0319, el
homologo de rata del gen humano KIAA0319, para valorar el efecto en un modelo de
ratas en el momento de discriminar fonemas. La expresion reducida de este gen derivo en
la disminucion de la capacidad neuronal de discriminar los sonidos del habla. Ademas,
los registros intracelulares en las neuronas afectadas revelaron que aumentaba la
excitabilidad neuronal y la resistencia de entrada, posiblemente debido a que una mayor
resistencia puede disparar mas potenciales de accion en comparacion con las células
control. La resistencia de entrada refleja el grado de apertura de los canales de membrana,
asi que una baja resistencia implica canales abiertos, y una alta resistencia implica canales
cerrados.

Los resultados evidenciaron que la expresion reducida del gen Kiaa0319 puede alterar las
respuestas corticales, y deteriorar el procesamiento de fonemas en la corteza auditiva.
Esto resulta muy interesante, ya que los umbrales de discriminacién del habla son
practicamente idénticos tanto en ratas como en humanos [60].

En otro estudio también realizado en ratas, se observo que tras disminuir la expresion de
Kiaa0319, se alter0 la actividad cortical evocada del habla, ademéas de causar una
percepcion del habla y una capacidad de lectura deficientes [61].

Estos estudios han demostrado que una disminucion en la expresion de este gen asociado
a la dislexia deriva en la interrupcion de la migracion de neuronas neocorticales,
provocando en modelos animales diferentes deficiencias del comportamiento, incluidas
las deficiencias del procesamiento auditivo rapido, aprendizaje espacial simple [60], y
procesamiento de fonemas [61], efectos similares a los que se ven en pacientes con este
trastorno. Se supone que la migracién neuronal interrumpida es una caracteristica
importante en la dislexia [62], sugiriendo de esta manera que el nivel de expresion del
KIAAO0319 juega un papel importante en el desarrollo de esta.

Diversos SNP intervienen en la regulacion de la expresion de KIAA0319, como
rs4504469, rs203817, rs6935076, rs2179515, rs3212236, rs761100 y rs9461045. Todos
ellos se asocian con la dislexia en las poblaciones europeas [63]. El haplotipo de riesgo
rs4504469 es el mas relacionado con KIAA0319 en una gran cantidad de estudios ([64],
[65], [66], [67]). En Espafia, la prevalencia de esta mutacion es de un 35% para el alelo
menor (T), y de un 65% para el alelo mayor (C) [68].
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Por otro lado, el gen DCDC2 (‘Double Domain Containing 2’) se encuentra en el
cromosoma 6p22.3, en el exdn 11 [69] y codifica para un miembro del ‘doublecortin
domain’ (DCX) [70]. La DCX es una proteina asociada a microtubulos del citoesqueleto
que se expresa gracias a células precursoras de neuronas y neuronas inmaduras en
estructuras corticales embrionarias y adultas, es decir, se expresa casi exclusivamente en
neuronas en desarrollo [71]. Este dominio se une a la tubulina y mejor la polimerizacion
de los microtdbulos. Se cree que el miembro de esta familia al cual codifica el DCDC2
actlia en la migracion neuronal, pudiendo afectar la sefializacion de los cilios primarios.
Las mutaciones en este gen se asocian con una discapacidad de lectura tipo 2, conocida
como dislexia del desarrollo [70]. Ademas, estudios realizados con resonancias
magnéticas mostraron en las imagenes que DCDC2 se asocia con patrones anormales de
activacion cerebral durante la realizacion de tareas relacionadas con la lectura en
comparacion a un grupo control. [72].

En un estudio realizado en modelos animales, concretamente ratas, se llevo a cabo un
‘Knockout’ del homologo del roedor en DCDC2, el Dcdc2. Lo que se evalu6 aqui fue la
asociacion entre el Dcdc2 y la percepcién del movimiento, una habilidad que facilita las
habilidades de lectura. Los roedores Knockout presentaron déficits a la hora de
discriminar parejas de estimulos cuando se afiadié movimiento a los estimulos visuales.
Posteriormente, se analizaron los cerebros de estos roedores anatomicamente y se vio que
los Knockout presentaban neuronas mas pequefias [73].

En otro estudio se evalud la relacién entre DCDC2 y las deficiencias cognitivas o del
aprendizaje. También se llevé a cabo un Knockout del homélogo del roedor, en Dcdc2, y
se examino el efecto de esta mutacion sobre las capacidades cognitivas de los ratones a
partir de una tarea de atencién visual y aprendizaje visuoespacial y memoria. Los
resultados mostraron déficits permanentes de memoria visuoespacial, discriminacion
visual y memoria a largo plazo, sugiriendo una relacion directa entre la mutacién y los
cambios en el comportamiento [74].

Estos estudios han deducido que, a nivel conductual, las variantes en DCDC2 estan
relacionadas con deficiencias en el procesamiento fonoldgico, la memoria de trabajo, la
velocidad de lectura, y la percepcion del movimiento [75]. Ademas, la proteina Dcdc2
se encuentra en los cilios primarios de las neuronas primarias. Si esta presenta
alteraciones en la expresion, provoca cambios en la longitud de estos cilios y
consecuentemente, en la sefializacion celular, procesos cruciales que no permiten una
correcta migracion neuronal, ni un buen desarrollo cortical [76], [77].

Se realizaron diversos estudios en distintas poblaciones ([48], [72], [50], [78], [79]) donde
se propuso la asociacion de DCDC2 con la dislexia. Los resultados de estos estudios
sugieren que varios polimorfismos en un SNP estan asociados con el riesgo de padecer
este trastorno.

Diversos SNP intervienen en la regulacion de DCDC2, como rs22743005, rs807724,
rs4599626, rs9467075, rs6456593, y rs6922023. Estos se han relacionado con la dislexia
del desarrollo en maltiples ocasiones en varias poblaciones europeas y americanas [80].
ElI SNP que mas se ha asociado con el riego de padecer dislexia es el rs2274305 (Ej. [81],
[64], [82], [83]). En Espafia, la prevalencia de esta mutacion es de un 39% para el alelo
menor (T) y de un 61% para el alelo mayor (C) [84].
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Dada la relacion de la respuesta de seguimiento de frecuencia con la dislexia asi como
con las variantes polimorficas de los genes KIAA0319 y el DCDC2, en el presente estudio
lo que queremos es analizar la relacion entre la FFR y estas variantes genéticas con el
objetivo de ver si ésta podria servir como marcador para una predisposicion a la dislexia
en el momento del nacimiento. De esta manera, podremos ver hasta qué punto la
modulacion que vemos en la FFR viene determinada por el factor ambiental o por el factor
ambiental. Para ello, dado que las restricciones impuestas por la Covid-19 impidieron el
trabajo experimental, en este TFG voy a presentar el disefio experimental en forma de
preregistro para la Open Science Framework.

2. Objetivo

El objetivo principal de este estudio es estudiar, en recién nacidos, como se relaciona la
FFR con los polimorfismos asociados a estos dos genes clésicos de susceptibilidad en la
dislexia, el KIAA0319y el DCDC2.

Asi podremos ver si esta respuesta de seguimiento de frecuencia nos permitiria obtener
un marcador o algunas medidas que puedan predecir como los genes modulan el
procesamiento del sonido en el momento del nacimiento. También seria interesante ver
si puede predecir la afectacion que tendrian estos genes en el futuro desarrollo del nifio,
por ejemplo a la edad de los 21 meses.

En otro estudio se estd llevando a cabo el seguimiento postnatal de estos nifios,
registrando la FFR correspondiente a los 21 meses. Entonces, al analizar y correlacionar
en el nacimiento del bebé los genes junto con el otro estudio, podemos ver si la relacion
entre genética y FFR se mantiene constante, o si varia con el tiempo por factores
ambientales, ademés de poder comprobar la existencia de déficits en el procesamiento del
lenguaje en aquellos nifios que presenten alguna de estas variantes genéticas.

3. Materiales y Métodos

Participantes

Se reclutaran 150 gestantes durante el tltimo mes de gestacion del Hospital Sant Joan de
Déu, Barcelona. Las participantes reclutadas son gestantes sanas y sin patologias
obstétricas. En el momento del parto, se recogeran muestras bioldgicas tanto de la
gestante como del recién nacido. Durante las 24 horas posteriores al parto, mientras el
recién nacido siga en el hospital, se le realizara una prueba de EEG siempre y cuando
hayan superado el examen de audicion estandarizado de la salud auditiva periférica,
realizado de manera rutinaria en el hospital Sant Joan de Déu, para el que se utiliza un
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sistema automatizado de respuesta auditiva del tronco cerebral (ALGO 3i, Natus Medical
Incorporated, San Carlos, CA). Ademaés, también pasara una respuesta auditiva normal
del tronco encefélico evocada por un clic recopilada con una plataforma SmartEP
estandar (Intelligent Hearing Systems, Miami, F1). Se registrara el clic estindar ABR en
respuesta a un estimulo clic de onda cuadrada de 100 ms presentados a 55 dB SPL de
acuerdo con los procedimientos estandar del Joint Committee on Infant Hearing (2007).
Todos los participantes seran recién nacidos sanos. Después de la obtencion de muestras
bioldgicas, y de pasar el examen de audicion, se invitard a los participantes a una sesion
de registro de EEG en el nacimiento y a los 21 meses.

Todos los padres participantes tendran que dar su consentimiento informado por escrito
en cada fase del estudio (obtencion de muestras bioldgicas y registros de EEG), de
acuerdo con la Declaracion de Helsinki y aprobado por el Comité de Bioética de la
Universidad de Barcelona y el Comité de Etica en la Investigacion Médica del Hospital
Sant Joan de Déu.

Genotipado

Se recogeran muestras de sangre del cordon umbilical en el momento del nacimiento, y
estas serdn guardadas, preprocesadas y alicuotadas para lograr una muestra final del 500
ul de ‘buffy coat’ en el biobanco del Hospital Sant Joan de Déu. EI ADN sera extraido
siguiendo las especificaciones del fabricante. Las muestras de ADN se enviaran a una
instalacion central de gendmica externa (CGEN/CNIO) para determinar las variantes
genéticas por el método Kaspar. Los polimorfismos genotipados son: gen KIAA0319
(rs4504469) y el gen DCDC2 (rs2274305). La prevalencia del alelo menos frecuente en
estos polimorfismos (Timina en ambos casos) es de un 35% en el primero, y de un 39%
en el segundo polimorfismo, respectivamente. Tanto el rs4504469 como el rs2274305
estan relacionados con el riesgo de padecer dislexia.

Estimulos

Se utilizaran estimulos auditivos complejos que se corresponden con las silabas /da/ [38]
y /oa/ [85], modificados para tener una frecuencia fundamental (FO) de 113 Hz en ambos
casos. El uso de FO a 113 Hz en vez del mas comun, FO a 100 Hz, ha sido motivado para
evitar la contaminacion por harménicos de la linea eléctrica de 50 Hz en Europa. Los
estimulos /da/ tendran una duracion de 170 ms, incluido un periodo inicial de 10 ms, una
transicion consonante de 47 msy una vocal estable de 113 ms. Por otro lado, los estimulos
/oa/ tendran una duracion de 250 ms. La seccion de la vocal /o/ (F1= 452 Hz; F2=791 Hz)
durara de 0 a 80 ms, la seccidn de la vocal /a/ (F1=687 Hz; F2=1017 Hz) de 90 a 250 ms,
y la seccién de transicion /oa/ formante de 80 a 90 ms. Los estimulos se presentaran
monoauralmente en el oido derecho a 60 dB SPL a través de auriculares aislados
electromagnéticamente Etimoéticos de 300U (ER, Elk Grove Village, IL, EE. UU))
conectados un adaptador Flexicoupler® (Natus Medical Incorporated, San Carlos, CA),
y utilizando el sistema Intelligent Hearing Systems (Miami, FI, EE. UU.). Los estimulos
se presentaran en polaridades alternas y con una asincronia de inicio del estimulo de 270
ms en el estimulo /da/ y 295 ms en el estimlo /oa/.
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Registro de EEG

Una vez hayan pasado la prueba de audicidn, todos los recién nacidos seran examinados
en la habitacion del hospital en presencia de la madre. Para cada registro, el recién nacido
estara dormido en su propia cuna o en la cama de la madre y el experimento se ira
interrumpiendo ante cualquier signo de interrupcion del suefio. Se volvera a reiniciar la
grabacion en cuanto el recién nacido vuelva a calmarse. La duracion total media de una
sesion de prueba serd& X(xX SD) min, que corresponde a 51,81 ms por 2000
presentaciones del estimulo por cada una de las dos condiciones. Ademas, a este tiempo
se le afiadira la duracién de los estimulos rechazados, es decir los que tienen una amplitud
de méas de 30 pV, el tiempo necesario para comprobar las impedancias de los electrodos
antes de la presentacion de cada bloque de 1000 estimulos y el tiempo necesario para que
el recién nacido se volviese a dormir en caso de despertarse. Si se excede el tiempo de
registro de esta duracion, la sesion se cancelard y se pospondra varias horas o hasta el dia
siguiente.

Adquisicion de los datos de EEG

La FFR se registrara con la plataforma SmartEP, la cual incluye los modulos complejos
de Respuesta Auditiva del Tronco Cerebral (CABR) e Investigacion Auditiva Avanzada
(Intelligent Hearing Systems, Miami, F1, EE.UU). Las respuestas auditivas en ambos
estimulos se registraran con tres electrodos de Ag/AgCl desechables, colocados en un
montaje vertical (electrodo activo en Fpz; como referencia tomamos el hueso mastoideo
derecho; tierra en la frente) con impedancias < 7 kQ a lo largo del registro. Para cada
condicidn, se recopilaran un total de 4000 respuestas limpias de artefactos para cada
recién nacido.

El registro de EEG se adquirird con una frecuencia de muestreo de 13333 Hz y un filtro
pasabanda de 30 a 3000 Hz. En el mismo proceso de adquisicién la sefial entrante se
cortard en épocas de 270,27 ms (incluidos 40 ms de la ‘baseline’ previa al estimulo) para
el estimulo /da/ y 245,07 ms (incluidos 40 ms de la ‘baseline’ previa al estimulo) para el
estimulo /oa/. Cualquier época con una actividad superior a £ 30 1V se considerara un
artefacto y es rechazada automaticamente.

Tratamiento y analisis de los datos de EEG

El analisis de los datos se realizara offline a través de Matlab R2015b (Mathworks) y se
utilizaran scripts personalizados desarrollados en el Brainlab. Los registros neuronales de
las silabas /da/ y /oa/ se promediaran por separado para cada tipo de estimulo. Después,
los datos se filtraran de nuevo offline, con un filtro pasabanda FIR y ventana Kaiser de
80 a 1500 Hz. Las respuestas a los estimulos de polaridad alterna se promediaran juntas
para minimizar el artefacto del estimulo, preservando asi la FFR a los diferentes
estimulos.

Solo se analizara la seccion /a/ de cada uno de los estimulos de la FFR, que se corresponde
con 57-170 ms en el estimulo /da/ y 90-160 ms en el estimulo /oa/. Para examinar la FFR
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en la frecuencia fundamental, se aplicard una Transformacion Répida de Fourier (FFT),
con relleno de 0 para obtener una resolucion de 1 Hz en ventana con un tapper Hanning.
La amplitud de respuesta media se obtendra a partir del pico de frecuencia fundamental
(113 Hz) y los cuatro arménicos posteriores: H2, H3, H4 y H5 (226, 339, 352, y 465 Hz).

Los analisis estadisticos se realizaran son SPSS 20.0 (IBM, Armonk, EE.UU). Se utilizara
un test Saphiro-Wilk para comprobar la normalidad de las muestras. Posteriormente, se
analizaran las principales diferencias de la amplitud de la FFR en la frecuencia
fundamental y en los arménicos mediante T-tests, siempre y cuando nuestras muestras
sigan una distribucion normal, ya que sino estos no tendran validez. Se formaran para
cada gen, dos grupos de participantes/nifios segun el polimorfismo (o polimorfismos) que
presenten, y se analizaran las posibles diferencias en los parametros FFR segun el gen de
interés.

Si las variables no siguen una distribucion normal, se usard una U de Mann-Whitney. El
resultado se considerara significativo cuando p <0,05 utilizando un analisis de dos colas.

4. Resultados previstos y discusion

El objetivo del presente estudio es analizar la correlacion de los polimorfismos ubicados
en los dos genes conocidos como clasicos de susceptibilidad a la dislexia KIAA0319 y
DCDC2 ([41], [15], [42]) con la FFR especialmente en la frecuencia fundamental y en
los armdnicos.

Teniendo en cuenta la prevalencia del alelo menor del gen KIAA0319 en la poblacién
espafola (35%) esperamos que 35 de los 150 recien nacidos reclutados presenten el
polimorfismo rs4504469. Lo mismo para el DCDC2, teniendo en cuenta la prevalencia
del alelo menor del gen en la poblacién espafiola (39%) esperamos que 39 de los 150
recién nacidos presenten el polimorfismo rs2274305.

Al correlacionar la FFR con estos polimorfismos de los dos genes por separado y dada la
modulacién de la respuesta de seguimiento de frecuencia en relacion con diferentes
trastornos del lenguaje como la dislexia ([38], [39]) esperamos ver en aquellos pacientes
que presenten uno o ambos alelos de menor frecuencia en el KIAA0319y en el DCDC2,
una alteracion en la respuesta de seguimiento de frecuencia. Concretamente, esperamos
encontrar efectos en la codificacion de la frecuencia fundamental y/o en la codificacion
de los armonicos. En particular, en linea con la literatura previa ([39]) esperamos ver una
afectacion de la FFR en los arménicos, mientras que la frecuencia fundamental no esté
alterada en ambos grupos.

Estos resultados estan basados en el estudio de Chandrasekaran y colaboradores [39],
donde examinaron la codificacion del habla dependiente del contexto en nifios con y sin
dislexia del desarrollo. En este estudio se midio la FFR a partir de una silaba /da/
presentada en contexto repetitivo o variable.
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Se observo que en la FFR no se aprecian diferencias significativas entre los nifios con
buenas habilidades en la lectura y los nifios con malas habilidades en la lectura, en el
momento de presentar el estimulo en condicion repetitiva (en color rojo) o en condicion
variables (color negro). Estas se superponen (Figura 1A).

Al hacer una descomposicion espectral del registro de la FFR (Figura 1B), se aprecia
claramente que en los nifios con buenas habilidades en la lectura, en el segundo armonico
observaron una codificacion de este cuando el estimulo viene de manera repetitiva (rojo)
en comparacion a cuando viene de manera variable (negro). En los nifios con malas
habilidades en la lectura, el patron es lo contrario. En particular, lo que vieron es que en
los buenos lectores vemos es una codificacion armonica mejorada en la condicion
repetitiva, y una aparente codificacion mejorada de los arménicos en la condicion variable
en el caso de los malos lectores.
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Figura 2. A. Respuesta de seguimiento de frecuencia en nifios con buenas habilidades en la
lectura (izquierda) y nifios con malas habilidades en la lectura (derecha). Vemos que la
presentacion del estimulo en condicion variable (negro) y la presentacién del estimulo en
condicion repetitiva (roja)se superponen. B. Descomposicién espectral del registro de la FFR.
Vemos una codificacion armoénica mejorada en la condicion repetitiva (rojo) en los buenos
lectores (izquierda), y una aparente codificacién mejorada de los armonicos en la condicién
variable en los malos lectores (derecha). Figura extraida de Chandrasekaran et al., 20009.

En el grafico de barras de amplitud se vio que (Figura 2), en el caso de los buenos
lectores estas diferencias en la codificacion del segundo armonico si que son
significativas, mientras que en los malos lectores, aunque parecia que si, no hay
diferencias significativas.
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Figura 3. Grafico de barras de amplitud en el segundo armdnico. Vemos diferencias
significativas en la codificacion del segundo arménico cuando el estimulo se presenta en
condicion repetitiva en el caso de los buenos lectores (izquierda) pero no hay una mejora en la
codificacién del segundo armonico cuando el estimulo se presenta de manera variable en los
malos lectores (derecha). Figura extraida de Chandrasekaran et al., 20009.

Por altimo, en este estudio se realiz6 un test de percepcién en ruido que correlacionaron
con la magnitud de amplitud en el segundo arménico (Figura 3). Estos resultados
muestran que, en general, los lectores deficientes (estrellas negras) presentan una peor
percepcion del habla en relacion con los buenos lectores (diamantes blancos).
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Figura 4. Test de percepcion en ruido relacionado con la diferencia normalizada en la magnitud
del segundo arménico entre las dos condiciones. Los buenos lectores (diamantes blancos)
muestran una mejor percepcion del habla en relacion con los malos lectores (estrellas negras).
Figura extraida de Chandrasekaran et al., 2009.

Los resultados reflejan que los nifios con dislexia del desarrollo presentan un déficit de
percepcion del habla, ya que no son capaces de modular la codificacion del tono de voz
en funcion del contexto, teniendo dificultades para excluir el ruido, un sintoma
caracteristico de la dislexia del desarrollo.

Este estudio, ademas va en la linea de otros que han encontrado resultados similares
([86]). Teniendo en cuenta esta literatura, y viendo que la FFR en los estudios presentados
se ve alterada por factores como la musicalidad o el bilingtiismo [40], donde vemos que
aumenta la amplitud de esta, esperamos encontrar lo contrario en aquellas personas que
presenten problemas con la comprensién del habla. Es decir, que la amplitud de esta FFR
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se viera disminuida, lo que significaria que alguno de los problemas de desarrollo de la
dislexia tiene un componente de base genética y el polimorfismo estaria afectando la
codificacion del sonido a nivel subcortical. En concreto, esperamos ver una disminucion
de la amplitud de la FFR no en la frecuencia fundamental sino en los arménicos, donde
la literatura previa ([39], [86]) ha reportado diferencias relacionadas con el desarrollo de
este trastorno.

Estas variaciones se pueden dar debido a que los armonicos presentan la codificacion de
la estructura fina del sonido de manera que, quizas, el problema de la dislexia como tal
no se encuentra en la codificacion del sonido directo (no se encuentra en la codificacion
de la frecuencia fundamental del estimulo que entra) sino en toda la estructura fina.

Por ejemplo, en el estimulo /oa/, tanto la primera parte de la /o/ como la parte de la /a/
tienen la misma frecuencia fundamental. Lo que nos hace distinguir que estamos
escuchando la /o/ o la /a/ son los diferentes armonicos, la estructura fina del estimulo. De
manera que quiza en disléxicos, esperamos encontrar una diferencia en esta estructura
fina, ya que es la que nos permite distinguir entre diferentes tipos de silabas. La frecuencia
fundamental sin embargo, codifica la parte mas basica del estimulo, con lo cual aqui no
esperamos observar diferencias.

Si recordamos los diferentes problemas que presentan los pacientes con dislexia, la
dificultad para aprender a decodificar las palabras es el principal, debido a que tienen
problemas para identificar los sonidos del habla. Realmente es en esto en lo que
encuentran dificultades, y puede ser debido a una mala codificacién de la estructura fina
de los estimulos entrantes.

Esto no solo va en linea de nuestra literatura ya presentada, sino que ademas se ve
reflejado en el estudio de Chandrasekaran et al. donde se observan diferencias en el
segundo armonico, lo cual evidencia aun mas que nosotros encontraremos alteraciones
ubicadas en esta posicion.

Esperamos encontrar estos resultados en ambos genes, ya que como he comentado, los
dos estan directamente relacionados con la susceptibilidad al desarrollo dislexia. Aunque,
probablemente, estas diferencias seran mas evidentes en el caso de esos pacientes donde
el polimorfismo de menor frecuencia en ambos genes coincida; es decir, si una persona
tiene una alteracion tanto en el KIAA0319 como en el DCDC2, esperamos una mayora
alteracion en comparacion con una persona que solo tiene predisposicion a la dislexia por
uno de los dos genes. Incluso podria darse la situacion de que esta persona que presenta
las dos variantes genéticas, es decir tiene una doble predisposicidn a este trastorno, quizas
si que tenga también una alteracion mayor en la FFR, que puede venir dandose ya en la
frecuencia fundamental.

La codificacion de la frecuencia fundamental al final es un proceso muy basico, mientras
que los sujetos que tienen dislexia tienen problemas en la extraccién del ruido, trastornos
de lectura, deficiencias en el procesamiento fonoldgico, memoria a corto plazo, etc. por
€s0 creemos que un problema en estos genes se va a ver relacionado con la FFR. Nosotros
esperamos que ya se vea reflejada al nacimiento o sino a los 21 meses.

En caso de que no se encuentre relacion a los 0 meses, esto significaria que la
predisposicion genetica a la dislexia no lo es todo, ya que estariamos viendo que en nifios
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que presentan genes con predisposicion a desarrollar este trastorno y nifios que no
presentan ninguna de estas variables, la codificacion del sonido es la misma. De manera
que, teniendo en cuenta lo que ya he mencionado anteriormente respecto a que la FFR se
ve aumentada con el bilinglismo o el entrenamiento musical, seria interesante ver si
existe algin adiestramiento que pueda ‘anular’ o paliar los efectos de esta predisposicion.
Asi que podriamos decir que en el momento del nacimiento, sino observamos diferencias
entre ambos grupos de recién nacidos, la predisposicion genética de la dislexia no esta
afectando a nivel subcortical o bien, que a nivel subcortical, en el momento del
nacimiento es exactamente igual.

Se podria hacer un siguiente estudio a los 21 meses donde los nifios ya han pasado las
primeras etapas de adquisicion del lenguaje, y ver en este punto si la predisposicion
genética se ha relacionado con la FFR. En caso afirmativo, esto podria significar que o
bien hace falta una exposicién al lenguaje para ver la afectacion de estos genes, es decir
que los sujetos gque tengan problemas de dislexia no tienen dificultades en la codificacién
del sonido, sino que tienen un problema en el momento de la adquisicion del lenguaje,
que es un proceso posterior.

Esperamos encontrar esto por el tipo de trastorno que es la dislexia, donde los sujetos
normalmente no tienen problemas en diferenciar sonidos que reciben, es decir, son
capaces de diferenciar si habla un hombre o una mujer, si lo que escuchan es grave o
agudo, en resumen, no tienen dificultades para interpretar un tono base como puede ser
la codificacion de la frecuencia fundamental. Tienen dificultades a la hora de codificar
los detalles, de entender bien las frases, de memorizar, de procesar correctamente lo que
escuchan, etc.

En el caso de no encontrar ninguna alteracion en la respuesta de seguimiento de
frecuencia, esto significaria que la predisposicion al desarrollo por parte de estos dos
genes en el momento del nacimiento no produce una alteracién a nivel subcortical visible
con la FFR. Esto nos llevaria a un siguiente paso que es estudiar si hay relacion a los 21
meses, que es cuando los nifios ya han adquirido el lenguaje y esto nos abre otra ventana
en la que ver como la predisposicion a la dislexia asociada a KIAA0319 y DCDC2 se
desarrolla, o no.

5. Conclusiones

El objetivo de este trabajo de final de grado fue encontrar estos dos genes, el KIAA0319
y el DCDC2, directamente implicados en el desarrollo de la dislexia en recién nacidos y
ver si estan asociados con alteraciones en la respuesta de seguimiento de frecuencia.

Las restricciones impuestas por la pandemia Covid19 impidieron la completa realizacion
del estudio empirico, por lo que este trabajo de fin de grado se planteé como un preregistro
en la Open Science Framework., y en lugar de resultados actuales se desarrollaron en
detalle las hipdtesis y predicciones empiricas.
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Lo que esperamos encontrar una alteracion en el segundo armoénico en el caso de
encontrar un sujeto que presente un polimorfismo simple, es decir solo presenta uno de
los dos polimorfismos, y una alteracion generalizada de la FFR en el caso de que se de
un polimorfismo doble, presenta las dos variables genéticas.

Asi que, en estos sujetos que presenten una predisposicion a la dislexia, esperamos poder
utilizar la FFR como un posible marcador para este trastorno, y asi poder hacer una
deteccion precoz de este.
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