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EDITORIAL

Estimados lectores:

La práctica en diversas disciplinas, genera la ne-

cesidad de la manifestación de sus logros y sus inconve-

nientes, es decir transmitir, enseñar.

Estos espacios para la expresión nos permiten

compartir los conocimientos adquiridos en las distintas

áreas, y estimula el hábito de la investigación.

Estas publicaciones son la vía de comunicación

entre los profesionales, donde planteamos, contrastamos

o refutamos hipótesis nuevas o antiguas, y donde com-

partimos experiencias prácticas.

Recogen la información científica más actual, pre-

cisa y objetiva, información que tarda tiempo en llegar a

los libros.

En el caso particular de las ciencias morfológicas

nos da la posibilidad también de transmitir nuestra expe-

riencia en el análisis de aspectos anatómicos relaciona-

dos a diversas patologías y su comportamiento en los

distintos tejidos.

Agradezco la posibilidad que me brindan los edi-

tores de poder participar y deseo continúen trabajando

con tanto entusiasmo.

Prof. Asistente Marcelo Ruggieri
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ENFERMEDAD MITOCONDRIAL Y OTOTOXICIDAD
"ENFERMEDAD MITOCONDRIAL SINDRÓMICA, MUTACIÓN G7444A"

MITOCHONDRIAL DISEASE AND OTOTOXICITY

"MITOCHONDRIAL DISEASE SYNDROMIC, MUTATION G7444A"

1*Chaig MR; 3Romero Orellano F;  2,4Zernotti ME; 1Soria NW; 4Martellotto G; 5Barberis G; 5Gamron S; Martinez
J; 2Romero Moroni F; 1Gerez de Burgos NM.
1Cátedra de Bioquímica y Biología Molecular; 2 Cátedra de Otorrinolaringología del Hospital de Clínicas;
4Cátedra de Patología del Hospital de Clínicas, 5Servicio de Reumatología del Hospital de Clínicas (FCM –
UNC); 3Hospital de Niños de la Santísima Trinidad, provincia de Córdoba; 4Servicio de Otorrinolaringología del
Sanatorio Allende.
* Dirección de correspondencia a: Cátedra de Bioquímica y Biología Molecular de la FCM - UNC. Haya de la
Torre S / N Ciudad Universitaria 2do. Piso. Pabellón Argentina. CP 5016.e-mail:mrchaig@hotmail.com

RESUMEN
Como parte del programa de “screening” genético

para la pérdida de la audición; se realizó el estudio de
mutaciones en los genes   rRNA 12S y tRNAser (UCN), a partir
del DNA mitocondrial, que están asociadas con la pérdi-
da de audición inducida por antibióticos
aminoglucósidos (ATB-AG) y de presentación no
sindrómica.  Se estudiaron 40 pacientes con sordera
neurosensorial, la cual podría haber sido causada pos-
terior al tratamiento con ATB-AG. El sujeto afectado y el
control,  luego de un examen físico completo y extrac-
ción de DNA a partir de sangre periférica, se amplificó y
estudió segmentos en el  gen 12S rRNA y  en el gen
tRNAser (UCN) por PCR-RFLP. En presencia de una muta-
ción, se analizó el genoma mitocondrial completo en el
probando y su  familia por línea materna. Se observa en
una familia,  la mutación G7444A  en el gen tRNAser (UCN).
La historia clínica podría indicar  un fenotipo sindrómico
y por la línea materna. Los resultados de la biopsia del
músculo en el probando (III-5) y su madre (II-5), mues-
tran en la microscopía electrónica (EM) y en la
microscopía de luz (ML)  múltiples anormalidades
mitocondriales en el músculo estriado. Estos resultados
se han correlacionado con los valores de la relación de
la citocromo oxidasa / citrato sintasa, el cual indica una
pobre actividad de la citocromo oxidasa. La clínica en el
“pedigree” por línea materna  y los estudios moleculares,
bioquímicos y morfológicos, podría indicar que se trata
de una presentación sindrómica de la mutación 7444G>A
en Córdoba - Argentina.

Palabras clave: pérdida de la audición;
mitocondrial tRNAser (UCN), 7444G>A, mutación;
aminoglucósidos.

Abreviaturas: ATB-AG: antibióticos
aminoglucósidos

ABSTRACT
As part of the "screening" for genetic hearing loss,

was performed to study mutations in 12S rRNA and tRNAser

(UCN) genes from mitochondrial DNA, which are associated
with hearing loss induced by antibiotics aminoglycosides
(ATB-AG) and non-syndromic presentation. We studied
40 patients with sensorineural hearing loss, which could
have been caused subsequent to treatment with ATB-
AG. The affected individual and control, after a complete
physical examination and extraction of DNA from
peripheral blood, was amplified and studied segments in
the 12S rRNA and tRNAser (UCN) genes by PCR-RFLP. In the
presence of a mutation, we analyzed the complete
mitochondrial genome in the proband and his family from
maternal line. In the presence of a mutation, we analyzed
the complete mitochondrial genome in the proband and
his family from maternal line. It is observed in a family, the
G7444A mutation in the gene tRNAser (UCN). The clinical
history may indicate a syndromic phenotype and the
maternal line. The results of muscle biopsy in the proband
(III-5) and mother (II-5), shown in electron microscopy
(EM) and light microscopy (LM) multiple mitochondrial
abnormalities in striated muscle. These results were
correlated with the values of the ratio of the cytochrome
oxidase / citrate synthase, which indicates a poor activity
of cytochrome oxidase. The clinic in the "pedigree" from
maternal line and molecular, biochemical and
morphological might indicate that it is a syndromic
presentation of the mutation 7444G> A in Córdoba - Ar-
gentina.

Keywords: loss of hearing; mitochondrial tRNAser

(UCN), 7444G> A mutation; aminoglycosides.
Abbreviations: ATB-AG: aminoglycoside antibiotics
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INTRODUCCIÓN
Un número creciente de trastornos asociados con

mutaciones en el genoma mitocondrial se han reporta-
do en los últimos años. Las mutaciones en el DNA
mitocondrial (DNAmt), especialmente en el gen rRNA
12S y el gen tRNAser (UCN), son las causas más importantes
de la pérdida de audición inducida por antibióticos
aminoglucósidos (ATB-AG) y de presentación no
sindrómica(1, 2, 3, 4, 5 y 6). Estas mutaciones ocurren a menu-
do cerca o completamente en estado homoplásmico.
Mutaciones bien definidas y específicas son constante-
mente relacionadas con entidades clínicas, lo que su-
giere la presencia de una relación entre las anomalías
moleculares y clínicas. Se ha establecido que mutacio-
nes puntuales en el DNAmt son responsables de la ma-
yoría de los síndromes de herencia materna, incluyendo
neuropatía óptica hereditaria de Leber (LHON), ataxia
neurogénica, Retinosis Pigmentaria (NARP), Epilepsia
Mioclónica con Fibras Rojas Rasgadas ( MERRF),
miopatía de herencia materna y cardiomiopatía (MMC),
Encefalopatía Mitocondrial con acidosis láctica y episo-
dios tipo ictus (MELAS), Miopatía y Diabetes Mellitus.
Estos trastornos tienen una expresión clínica particular
que afecta además, la función coclear. Los tejidos que
requieren una alta tasa de producción de ATP son más
propensos a ser afectados por mutaciones en el DNAmt
(por ejemplo músculo estriado, tejido nervioso, cóclea
etc.) Las disfunciones que dependen de alteraciones en
el DNAmt, a menudo, han sido la causa de defectos de
audición en la presentación  síndrómica o en forma no
sindrómica. Por otro lado, dos de las principales carac-
terísticas de DNAmt ligadas a sordera, son la especifici-
dad de tejido y el grado variable de penetrancia(7, 8, 9, 10 y 11).
Sumado a esto, los parientes por línea materna dentro
de la familia o entre la familia, a pesar de portar la misma
sordera asociada a la mutación en el DNAmt, exhiben
penetrancia y expresividad variables, incluyendo la gra-
vedad, la edad de aparición y la progresión de la pérdida
de audición. De hecho, esto demuestra que la mutación
en el  DNAmt en sí misma, no es suficiente para producir
el fenotipo clínico, sino que también es necesaria la pre-
sencia de mutaciones en genes modificadores en el
DNA nuclear (DNAn), de factores ambientales (ATB-AG)
y/o de haplotipos mitocondriales(3, 12, 13). En este trabajo,
se presenta la clínica y  la caracterización bioquímica,
molecular y morfológica de una paciente con pérdida
de audición inducida por aminoglucósidos, que tiene la
mutación G7444A. Se analizaron los genes 12S rRNA y

tRNAser (UCN) en la paciente y sus familiares por línea ma-
terna y paterna. Con el propósito de buscar la presencia
de otras mutaciones en el genoma mitocondrial que
podrían afectar a la presentación clínica, se analizó el
genoma mitocondrial completo. La clínica por línea
materna, los estudios moleculares, bioquímicos y mor-
fológicos, podrían indicar que se trata de una presenta-
ción sindrómica de la mutación G7444A en Córdoba -
Argentina.

SUJETOS Y MÉTODOS
Como parte del programa de “screening” genético

para la pérdida de la audición, se estudió 40 pacientes
con sordera neurosensorial que podría haber sido cau-
sada posterior al   tratamiento con ATB-AG. Las mutacio-
nes  se estudiaron por PCR-RFLP: se utilizaron Mues-
tras de DNA de 220 controles  para encontrar la presen-
cia de mutaciones en el DNAmt.

El protocolo de estudio y el consentimiento infor-
mado por escrito, se obtuvo de todos los pacientes y
controles. El mismo ha sido aprobado por el Comité de
Ética de la Universidad Nacional de Córdoba y del Mi-
nisterio de Salud de la Provincia de Córdoba. (Resolu-
ción N º 296), de acuerdo y en virtud del tratado de
Helsinky.

DE LOS EXÁMENES CLÍNICOS Y AUDIOLÓGICOS.
Una historia completa y un examen físico se rea-

lizó para identificar cualquier signo o síntoma de síndro-
me, como así también determinar la posible utilización
de los ATB-AG (en el probando, como en controles) y los
factores genéticos relacionados con la discapacidad
auditiva en los miembros del linaje. Estos estudios se
llevaron a cabo en el Servicio de Otorrinolaringología
del Hospital de Niños, de la Provincia de Córdoba. Se
realizó un examen audiológico apropiado para la edad.
Este incluyó una audiometría de tonos puros (PTA) y / o
respuesta auditiva del tronco cerebral (ABR), las prue-
bas de impedancia, y las otoemisiones acústicas por
productos de distorsión (DPOAE). El PTA se calcula a
partir de la suma de los umbrales audiométricos a 500,
1000, 2000 y 4000 Hz. La gravedad de la discapacidad
auditiva se clasifica en cinco grados: normal <25
decibelios (dB): leve = 26-40dB, moderada = 41-70 dB,
severa = 71-90 dB, y  profunda > 91dB.
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ANÁLISIS DE MUTACIONES EN  LOS GENES 12S RRNA
Y  TRNASER (UCN) EN EL DNAMT.

El DNA total fue extraído de sangre periférica utili-
zando procedimientos standars(14). La detección de mu-
taciones se llevaron a cabo mediante PCR-RFLP. Las
siguientes mutaciones fueron buscadas:

m En el gen 12S rRNA del DNAmt: 1555A>G, 1494T>C y
827A>G(6, 15,16, 28).

m En el  gen tRNAser (UCN) del  DNAmt: 7443A>G,7444G>
A y 7445A>G(17).

m En el  gen ARNtLeu(UUR) del DNAmt: 3243A>G(18).
m En el gen TRMU del DNAn: 28G>T(13).

En presencia de la mutación, se estudió el
genoma mitocondrial completo de la persona afectada
y los miembros de la familia por línea materna.

Segmentos del gen 12S rRNA completo del
DNAmt y del gen tRNAser, de pacientes afectados fueron
amplificados por PCR utilizando primers específicos
PF18-PR18 y PF1 PR1 y cada fragmento se purificó y se
presentó posteriormente para el análisis de
secuenciación, por tres determinaciones .

El genoma mitocondrial del probando positivo,
fue amplificado por PCR en 19 fragmentos solapados
con el uso de juegos de “primers” de la cadena pesada y
la cadena liviana. Cada segmento de DNA se purificó y
se envió posteriormente para su análisis de secuencia.
Los datos de las secuencias resultantes se compararon
con la secuencia del consenso actualizada  de
Cambridge (GenBank Nº: NC_012920.1)(19).

EL ANÁLISIS DE LA MUTACIÓN EN EL GEN TRMU(12)

Para examinar el rol del gen TRMU, en la mani-
festación del fenotipo de la mutación G7444A en el gen
tRNAser (UCN), nosotros estudiamos el genotipo de la va-
riante G28T en el gen TRMU por PCR-RFLP(13).

DETERMINACIÓN DE LAS ACTIVIDADES DE LAS ENZIMAS

(CITOCROMO C OXIDASA (COX) Y CITRATO SINTASA

(CS)) Y LA RELACIÓN COX / CS.
Determinaciones de actividad de la COX y de la

CS se llevó a cabo en los homogeneizados de biopsia
del músculo cuádriceps  de acuerdo con Wharton(20) y
Bergmeyer(21), respectivamente.

TÉCNICAS HISTOLÓGICAS E HISTOQUÍMICAS

Técnicas histológicas e histoquímicas fueron rea-
lizadas en una biopsia longitudinal del músculo  de acuer-
do a Dubowitz(22) y Engel(23). La serie de cortes fueron

tratados con hematoxilina-eosina (H /E) y  con la técnica
de tricrómico Gomori modificada para ver Fibras Rojas
Rasgadas (MRRF).

MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA

El tejido se lavó en 1 ml de PBS (pH 7,0), y se
fijaron con 2% de glutaraldehído y 4% de formaldehído
en tampón de cacodilato 0,1M durante 2 horas y, a con-
tinuación, después de fijada con tetróxido de osmio al
1% en el mismo tampón, deshidratados e incluidos en
Araldite. Secciones delgadas fueron cortadas con un
cuchillo de diamante en un JEOL Jum-7 ultramicrotomes
y se examinó en un microscopio de electrones Zeiss
LEO 906E(24, 25).

RESULTADOS
En esta población de 40 pacientes con sordera

neurosensorial cuya causa podría haber sido  después
del tratamiento con aminoglucósidos, una familia pre-
sentó la mutación  827A> G en el gen 12S rRNA (ya
publicada)(6). La otra familia no emparentada, que se
muestra en este estudio, tiene la mutación 7444G>A en
el gen tRNAser (UCN) del DNA mitocondrial.

ANÁLISIS DEL DNA MITOCONDRIAL

“SCREENING” DE LOS GENES   RRNA 12S Y TRNASER

(UCN)  EN EL DNAMT:

La pérdida de audición inducida por
aminoglucósidos y la posible presentación sindrómica
de la sordera en esta familia que se presenta por trans-
misión materna (Figura 1), sugirió la participación de la
mitocondria y esto nos llevó a analizar dos genes
mitocondriales en los parientes por línea materna.

Figura 1: Árbol genealógico de una familia Argentina con antecedentes de
sordera NS inducida por aminoglucósidos y de presentación sindrómica. El
símbolo lleno: sordera;  Flecha: probandos con la mutación G7444A;
subrayado: todos los sujetos con estudios moleculares. AR =artritis
reumatoide, A: asma bronquial  C: arritmia cardiaca, M: miopatía; T:
tireoideopatía; AA: Alopecia Areata.
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Fueron analizados segmentos de DNA, que abar-
can los genes rRNA 12S y tRNAser (UCN), que se consideran
“hot spot”  ante la presencia en los mismos de  mutacio-
nes asociadas a la sordera y ototoxicidad. Se realizó  la
detección de mutaciones por PCR-RFLP de la 827A>G,
1494C>T, 1555A>G,7445A>G, 7444G> A y 7443A> G.
No se detectó ninguna de estas mutaciones (1555A> G,
1494C> T, ni 827A> G), pero hemos detectado la/s mu-
tación/es (7445A> G, 7443A> G> o A7444G)  que tienen
el mismo sitio de restricción, por lo que se envió para
servicio de secuenciación por tres determinaciones, el
resultado que se obtuvo fue la mutación  7444G> A. (Fi-
gura 3 A y B).

Figura 3: A: PCR-RFLP: En la línea 1 y 6 se observa segmento de 400 y
262 pb en muestras de DNA en controles, líneas 2, 5, 7 y 8 miembros de
la familia con la mutación G7444A después del corte con la enzima de
restricción  Xba I, la enzima no reconoció el lugar, y no corta. B:
electroforegrama  de un segmento del gen  del tRNAser (UCN)  de la
paciente III-5, que muestra el cambio de nucleótido G porA.

Hemos amplificado los genes  12S rRNA y  tRNAser

y cada uno de los segmentos se purificó y se presentó
posteriormente para la secuenciación de DNA. No se
detectó ninguna mutación en el gen 12S rRNA, y no se
detectaron las mutaciones 7510T>C, 7511T> C, 7472
insc,7445A> G o 7443A> G, en el gen tRNAser. Curiosa-
mente, también se fracasó en encontrar algún cambio
de nucleótido, excepto la mutación mitocondrial 7444G
tRNAser. De presentación homoplásmica en el proban-
do y familiares por línea materna (II -5, I-2, II -8, III -3, III -
4). Doscientos veinte controles argentinos, sin historia
de HNS y en quienes no se registra antecedentes de
habérseles administrado ATB-AG, no presentan esta
mutación.

Con el fin de buscar la presencia de otras muta-
ciones, se analizó la secuencia del genoma mitocondrial
completo en la paciente III-5.

EL ANÁLISIS DEL GENOMA MITOCONDRIAL COMPLETO

EN LA PACIENTE III - 5:

Los cambios observados fueron: en los nucleóti-
dos (nt) 4580 G> A,a partir del gen MT - ND2, sinónimo
(SYN), en el nt 10916 T> C, a partir del gen MT - ND4
(sin.(SYN), no descripta), en el nt 12693 A> T, desde el
gen MT - ND5 (SYN), en el nt 14766 C> T, desde el gen
MT - CYB, con el cambio  del amino ácido  (T - I), en el
nt 14783 T> C , desde el gen MT - CYB (SYN), en el NT
16507 C> A, de la región D-Loop (no descripta).

Las variantes en los segmentos presentes en la
paciente III-5, se analizaron en su madre, tía materna y
abuela: Quiénes presentaron las variantes en el nt 4580
G > A, en el NT 14766 C> T, y en el NT16507 C >A. Su
abuela tiene la variante en el nt 12152 A>G, del gen MT
gen - TH, que no codifica, esta variante no está presente
en el probando (III - 5), ni en su madre (II – 5), ni en su tía
por línea materna (II - 8). Los datos de las secuencias
resultantes se compararon con la secuencia del con-
senso actualizada de Cambridge (GenBank n º:
NC_012920.1)(19) (ver tabla 1).

EL ANÁLISIS MUTACIONAL DEL GEN TRMU.

Para examinar el papel del gen TRMU, sobre la
manifestación fenotípica de la mutación 7444G>A, se
realizó la detección de mutaciones en el gen del TRMU
en los miembros de esta familia por línea materna y pa-
terna. No fue posible detectar la mutación 28G>T.

662

400

262

1   2  3   4  5  6  7  8  9 10
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TABLA 1. ADNMT VARIANTES EN LA FAMILIA ARGENTINA

CON 7444G> UNA MUTACIÓN

Tabla 1: En el análisis completo del genoma mitocondrial  del probando (III-
5), no se detectó ninguna otra mutación patología  al observar el análisis
de los segmentos con variantes en su madre, su abuela y su tía por línea
materna (syn: sinónimos; NC: no hay codificación).

LOS HALLAZGOS CLÍNICOS:
La paciente (III-5) es de Córdoba, Argentina, y fue

tratada con aminoglucósidos al nacimiento, debido a
una infección pulmonar. La sordera NS fue detectada al
año y medio de vida, y fue considerada congénita. Su
madre no tenía factores de riesgo en su embarazo. El
audiograma de la probando III - 5 (Figura 2), mostró una
severa pérdida de audición neurosensorial (HNS).

Figura 2: Estudio audiométrico de la paciente III-5 con sordera de severa
a profunda.

Otros exámenes audiológicos y neurológicos, in-
cluidos los de impedancia, ABR y DPOAE, reveló una
participación coclear. Otoscopia y la tomografía
computarizada de los huesos temporales mostraron re-
sultados normales. Como se indica en la Figura 1, tres
miembros del pedigrí (II-3, III-5 y III-4) presentan defi-
ciencia auditiva bilateral simétrica, de severa a profunda
neurosensorial y, en dos de ellos, la discapacidad auditiva
apareció después del tratamiento con ATB-AG (III-5 y II-
3). No hemos estudiado el paciente II-3, que fue tratado

con ATB-AG cuando tenía 22 años de edad y la
discapacidad auditiva se produjo sólo 30 días después
de la inyección a la dosis regular de los aminoglucósidos
(gentamicina). El paciente III-5 se trató con gentamicina
al nacer. En el paciente III-4, la discapacidad auditiva
podría haber sido causada por el uso excesivo de los
auriculares, la pérdida de la audición se informó de ser
progresista en los audiogramas de serie. Los otros miem-
bros de la familia (I-2, II-5, 6, 8 y 9; III-3, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
13, 14 y 15) que no recibieron antibióticos aminoglicósi-
dos, tenía audición normal según lo indicado por los
exámenes audiológicos y neurológicos.

La genealogía matrilineal tenía antecedentes clí-
nicos similares: En Tiroides: Por estudios que lo confir-
man (T4 y T3 elevados, Ac antiTSH +, centellogramas
etc), de presentar Enfermedad de Graves Basedow (I-4,
II-5 y III-12), hipotiroidismo (II-2, II-8 y III-5) también por
estudios que lo confirman, los signos del paciente III-5
sólo mostró la afección cuando tenía 8 años de edad
hasta los 11 años de edad. El paciente II-2 presenta hi-
potiroidismo, pero sus hijos (tienen primos de la misma
edad que ellos), no han mostrando ninguna enferme-
dad. Miopatía: dolor muscular y fatiga fácil (II-5, 8; III.3, 5,
12 y 14).  Artritis Reumatoidea: En la paciente III-7 se
diagnosticó a la edad de nueve años, el factor reumatoide
positivo (IgM) en suero. Sus síntomas son: dolor en las
articulaciones grandes, anorexia, bajo peso (no podía
ganar peso) y un crecimiento lento. Ella recibió el trata-
miento, luego tuvo un período asintomático y al  momen-
to ella es adolescente para joven ha vuelto a presentar
sintomatología y factor reumatoide +.  Asma bronquial:
(III-6 y 13).  Alopecia Areata: (III-10 y 12); y Arritmia
Cardiaca: (III-11) durante la etapa fetal, hasta que tuvo
seis meses de edad. Las pacientes (III-3 y II-5) se emba-
razaron, y debieron hacer reposo absoluto y los embrio-
nes de ambas tuvieron arritmia cardíaca también, y re-
tardo de crecimiento uterino (Figura 1). Hemos observa-
do en esta familia, que las patologías, se presentan por
línea materna a más temprana edad en las generacio-
nes.

ANÁLISIS BIOQUÑIMICO

En la tabla 2, se muestra las actividades de las
enzimas COX y de CS en las tres muestras de biopsias
del músculo cuádriceps de los pacientes (III-5 y II-5) y el
control. En este estudio se informa la relación citocromo
C oxidasa / citrato sintasa.

En la paciente III-5 se observa que la actividad de

Gen Posición Reemplazo
Prev.

Ref.
CODIF III - 5 II - 5 I - 2 II - 8

MT – ND2 4580 G to A yes syn yes yes Yes yes

MT – ND4 10916 T to C no syn yes no No no

MT – TH 12152 A to G no NC. no no Yes no

MT – ND5 12693 A to G yes syn yes no No no

MT – CYB 14766 C to T yes T - I yes yes Yes yes

MT – CYB 14783 T to C yes syn yes no No no

D-Loop 16507 C to A no NC yes yes yes yes
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la COX (4,4 ± 0.088 U / g TWW) es muy baja respecto al
control, mientras que la actividad de la CS (32,66 U / g
TWW) es cercana al control. El valor de la relación COX
/ CS (0.135) es sólo 21,7% en relación con el control. Por
otro lado, en la madre (II-5), los valores de actividad de
ambas enzimas son más bajos. Debido a esto la  rela-
ción de COX / CS es más grande que la registrada en el
control.

TABLA 2: ACTIVIDAD DE LA ENZIMA COX Y  LA

RELACIÓN DE LA COX / CS.

Tabla 2: La relación de la COX / CS en III-5 es menor que el de control
(21,6%). En la paciente  II-5, la COX y CS son bajos, la proporción COX /
CS es mayor que el de control, pero la p <0,05, esto indica que el paciente
se encuentra fuera de la población normal. Los valores de control se
expresan como media ± desviación estándar (1,07 ± 0,43) de las mues-
tras de la literatura (36)

ANÁLISIS MORFOLÓGICO

MICROSCOPÍA DE LUZ

El análisis histoquímico de la biopsia de músculo
esquelético de los pacientes III-5 y II 5-mostró delgadez
de las fibras musculares y alteración de los mismos. No
se observó infiltración ni inflamación. .Es importante la
presentación de la acumulación anormal de
mitocondrias en el subsarcolema en la fibra muscular,
que se tiñe de rojo con tinción tricrómica de Gomori
(fibras rojas rasgadas) (figura 4).

Figura 4: Microfotografía de luz de la biopsia muscular del paciente III-5,
que muestra las fibras rojas rasgadas.

En el control, el músculo esquelético se conser-
va, con características histológicas normales. No se ob-
servaron alteraciones fibrosas u otras, con H / E o técni-
ca de Gomori (no mostradas)

MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA

Parte de la biopsia de músculo esquelético, se
procesaron para microscopía electrónica como parte
de métodos normales(25). Los hallazgos en la biopsia
muscular en el probando (II-5 y III-5) Figura 5 (A, A1, B y
B1) mostraron múltiples anomalías mitocondriales en el
músculo estriado: A1: Probando II – 5. La microscopía
electrónica muestra la ultraestructura de las fibras de
músculo esquelético que exhiben marcada desorgani-
zación del sarcómero, quizás la presencia de vacuolas
lipídicas cercanas a la mitocondria, que muestran a las
mismas con reducido contenido de crestas
mitocondriales. Se observan pocas mitocondrias.
13000X. A2: Amplificación de la misma región. 27000X.
B1: Probando III – 5. La microscopía electrónica mues-
tra la ultraestructura de las fibras de músculo esqueléti-
co  que exhibe marcada disrupción y aumentado el es-
pacio interfilamento, donde numerosas mitocondrias
pueden ser vistas, en ella la estructura del sarcómero
parece bien presenvado, a diferencia de su madre (II –
5). 13000X. B2: A gran amplificación se observa en el
espacio interfibrilar la membrana interna de la
mitochondria interrumpida, discontinua. 27000X. El con-
trol tiene una estructura normal del músculo estriado y
"normal mitocondrias" (no mostrado).

A1. 13000X

ENZIMES ACTIVITIES

Sample COX (U/g tissue) CS (U/g tissue) COX/CS

Patient III 4,4 ± 0,088 32,66 ± 0,65 0,135

Patient II 10,3 ± 2,015 10,9 ± 1,015 0,94

Control 20,6 ±0,085 33,00 ± 0,30 0,62
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Figura 5: A1: Probando II – 5. La microscopía electrónica muestra la
ultraestructura de las fibras de músculo esquelético   que exhiben marcada
desorganización del sarcómero, quizás la presencia de vacuolas lipídicas
cercanas a la mitocondria, que muestran a las mismas con reducido
contenido de crestas mitocondriales. Se observan pocas mitocondrias.
13000X. A2: Amplificación de la misma región. 27000X.

B1: Probando III – 5. La microscopía electrónica muestra la ultraestructura
de las fibras de músculo esquelético  que exhibe, marcada disrupción y
aumentado el espacio interfilamento, donde numerosas mitocondrias pue-
den ser vistas, en ella la estructura del sarcómero parece bien preservado,
a diferencia de su madre (II – 5). 13000X. B2: A gran amplificación se
observa en el espacio interfibrilar la membrana interna de la mitocondria
interrumpida, discontinua. 27000X

DISCUSIÓN
Se informa en una familia china, la asociación de

las mutaciones 7444G> A y 1555A> G en el DNA
mitocondrial, con la sordera neurosensorial por
ototoxicidad y el ruido, pero la presentación no es
sindrómico(26). Además Pandya y col.(27) fueron los prime-
ros en el informe de esta asociación en una población
de sordos de Mongolia.

 En tres miembros de la familia estudiada, en
nuestro laboratorio se observa la pérdida de la audición
y dos de ellos tienen antecedentes de exposición a ATB-
AG. De acuerdo a los estudios clínicos, bioquímicos,
moleculares y morfológicos, la sordera NS podría ser de
presentación sindrómica. En esta  familia se observa
patologías que se asocian a enfermedad autoinmune
heteróloga y asociada a sordera NS (Figura 1). Estas
patologías están presentes en herencia por línea mater-
na y podrían estar constituyendo un síndrome con ca-
rácter inmunológico heterólogo que se  presentarían a
más temprana edad en cada generación. Las pacientes
I-2, II-5 y II-8 se casaron más de una vez, y no se ha
encontrado ninguna anormalidad en la familia por línea
paterna. El  timpanograma y la ausencia de TEOAE en
los pacientes II-3 y III-5 y los reflejos acústicos que se
pueden grabar en los pacientes, indica que la pérdida
auditiva es severa a profunda y  se produce después del
tratamiento con  aminoglucósidos. En el otro paciente
(III-4), sin exposición a AG-ATB, su pérdida de audición
puede estar asociada después de la exposición al ruido
ya que tenía un montón de horas de uso de walkman.
Yuan y col. muestra familias con pérdida de la audición
en este gen pero su carácter   no es sindrómico, y sin la
exposición al ruido. Yuan y col.(28), también informa  la
coexistencia de mutaciones en el gen mitocondrial
12SrRNA 1494C> T y en el gen COI / tRNASer (UCN) 7444G>
A  en dos linajes chinos, con pérdida de audición induci-
da por aminoglucósidos y no sindrómico.

En nuestro informe, los pacientes proporciona-
ron una fuerte evidencia de que la cóclea es el sitio de la
lesión. Es importante destacar que no hemos detectado,
la mutación 1555A> G  en el gen 12S rRNA, que se sabe
están asociados con sordera no sindrómica, con o sin
exposición a aminoglucósidos, en varias poblaciones
diferentes.

Como así también, la baja actividad de la COX en
las pacientes III-5 y II-5, indican que la función del mús-
culo y mitocondrias están afectadas. Conclusiones si-
milares, indicaron los estudios de microscopía electró-

A2. 27000X

B1. 13000X

B2. 27000X
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nica, que mostraron la presencia de mitocondrias
amorfas y fibrosis en los sarcómeros. Por otra parte, la
microscopía de luz mostró la fibra roja rasgada que si
bien no es patognomónica de enfermedad o  citopatía
mitocondrial, demuestra enfermedad del músculo es-
quelético.

Hemos identificado una transición en la posición
G del nt7444 en el DNAmt. La evaluación clínica mostró,
en tres generaciones de una familia argentina la pérdida
de la audición de presentación sindrómica inducida por
ATB-AG. La gravedad, la configuración de la audiometría
y la edad de aparición, es variable.

La mutación 7444G> A afecta el gen COI y el pre-
cursor detRNASer (UCN) en los genes de las cadenas H y L,
respectivamente, en el DNAmt. Esta mutación da lugar a
un cambio en el codón stop AGA para el mensaje de la
síntesis de la subunidad proteica COI y por lo tanto la
adición de tres aminoácidos (Lys-Gln-Lys) para el C-ter-
minal del polipéptido. La mutación 7444G>A es adya-
cente al sitio de 3' de procesamiento endonucleolítidico
final del precursor tRNASer (UCN) para su maduración. Ade-
más se extiende a la hebra de la cadena liviana y pesada
de los genes que sintetizan COI y ND6 mRNA(28, 29). Se ha
propuesto que la mutación 7445A> G condujo a un fra-
caso en el procesamiento del precursor de la L-hebra
de ARN, causando ello un marcado descenso de los
niveles del tRNASer (UCN) y mRNA ND6(29). Por lo tanto, una
mutación en el nt 7444G>A, también puede causar un
defecto en el procesamiento del precursor de L-cadena
de ARN y causar disfunción mitocondrial(30).

Aunque los aminoglucósidos son el factor predo-
minante que podrían modificar capacidad auditiva, una
mutación en el nt 7444G>A también podría jugar un pa-
pel en la expresión sindrómica en esta familia argentina.
Las patologías podrían ser consideradas con un com-
ponente inmunológico de carácter heterólogo.

Por otra parte, los segmentos que las variantes
presentes en el DNA mitocondrial de la paciente III-5,
fueron analizados en su madre, tía y abuela, todas  pre-
sentan las variantes en el nt 4580 G > A, en el nt 14766
C> T, y en el nt 16507 C> A, y su abuela tiene la variante
en el nt 12152 A> T, en el gen MT - TH, que no codifica,
pero esta variante no está presente en el probando III  - 5,
ni en su madre II - 5, ni en su tía materna II - 8. La siguien-
te evidencia sugiere que la mutación 7444G>A presente
en la familia por línea materna, debe ser la mutación
patogénica importante del DNAmt  en esta familia, y la
causa de la predisposición genética a la deficiencia

auditiva sindrómica.
En las células linfoide, la mutación es

homoplásmica y está presente sólo en los parientes
maternos, y no en los demás miembros de la familia.
Para  Kokotas y col.(31), es posible que síndromes o pato-
logías multisistémicas  mitocondriales podría ser letales
en el estado homoplásmico.  La expresión fenotípica de
un defecto molecular mitocondrial puede estar
influenciada por múltiples factores, tales como la pro-
porción de la mutación en diferentes células y tejidos (el
grado de heteroplasmia), y la carga genética nuclear de
un paciente dado. Además de haplotipos en el DNA
mitocondrial y los factores ambientales que también se
sabe juegan un rol crucial.

Curiosamente, en esta familia los trastornos pue-
den ser heredados a través del DNA mitocondrial, y con
una presentación a más temprana edad en las siguien-
tes generaciones. Hoy en día, no se ha entendido bien,
cuáles son los factores que se comparten, por lo que
una mutación o variante en el DNA mitocondrial, produ-
ciría el desarrollo de una patología, a una edad más
temprana en una familia. La  variación en el porcentaje
de heteroplasmía  en los diferentes tejidos, en las gene-
raciones, podría ser un factor probable, pero difícil de
afirmar, por los problemas en la obtención de las mues-
tras, a partir de tejidos diferentes en los pacientes.

Zeviani y col.(32), dice que, durante la mitosis, la
poliploidía mitocondrial a partir de dos especies de DNA
mitocondrial son estocásticamente distribuidos a las
células hijas.

Este fenómeno se puede explicar con los cam-
bios en las cargas de las mutaciones observadas en las
diferentes generaciones de familias portadoras de
ADNmt heteroplásmico, y que los trastornos
mitocondriales aumentarían la variabilidad notable en el
fenotipo. Cree  y col.(33) observaron que los cambios rápi-
dos en la frecuencia de los alelos puede ocurrir en una
sola generación, y que se debe a una marcada reduc-
ción en el número de moléculas de DNA mitocondrial.
Que para ser transmitida de madre a hijo, ya sea en la
división de la célula y con ella la dsitribución del ADNmt
en las células hijas en unidades de segregación
homoplásmica, o heteroplásmica, se determina  la se-
lección de un grupo de moléculas de DNA mitocondrial
para la repoblación de la próxima generación. La biop-
sia de músculo esquelético del paciente II - 5 (la madre)
posee pocas mitocondrias. Lo cual indica que otros fac-
tores estarían involucrados como mutaciones en el gen
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nuclear, y/o factores del medio ambiente. También po-
dría explicar la disminución de la actividad de la Citrato
Sintasa, como una proteína sintetizada a nivel nuclear.

No fue posible detectar cualquier otra mutación
en el genoma mitocondrial que podrían dar cuenta de la
característica clínica sindrómica. Por otra parte, la mu-
tación no está presente en 220 controles argentinos. Esta
mutación 7444G>A en el gen tRNASer (UCN) ha sido impli-
cada de estar previamente  asociado con ototoxicidad
por  aminoglicósidos y  pérdida de la audición no
sindrómica  en unos pocos individuos(34) genéticamente
no relacionados(35), indicando que esta mutación está
implicada en la patogénesis de la sordera.

En esta familia estudiada, puede ser que el me-
dio ambiente contribuya a la expresión sindrómica de la
mutación 7444, tal vez en la que pueden estar intervi-
niendo otros factores de riesgo (los haplotipos
mitocondriales, o genes modificadores y/o asociados
nucleares) que están jugando un papel en la expresivi-
dad, debido a la diferente penetrancia.

No fue posible detectar la mutación  G28T en el
gen TRMU, que se ha demostrado se asocia a mutacio-
nes en los genes 12S rRNA y tRNASer con la pérdida de
audición no sindrómica.  Las historias médicas de la
familia por línea materna presentaron trastornos clíni-
cos, que podrían evaluarse como con  un componente
inmunológico, y constituir una presentación sindrómica.

CONCLUSIÓN
Es posible, que la mutación 7444G>A en el DNA

mitocondrial, en esta familia argentina, tenga una pre-
sentación  síndrómica, de acuerdo por los estudios
moleculares, bioquímicos y morfológicos,y la expresión
del fenotipo. Sin embargo, es posible que otras mutacio-
nes en el DNAn o bien el haplogrupo y el haplotipo en el
DNA mitocondrial, contribuyan al fenotipo, además de
que podría estar relacionada con otros factores de ries-
go como el medio ambiente.
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