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Polimorfismos en el ADN
mitocondrial en pacientes

con ablacion vestibular por la
administracion de gentamicina

RESUMEN

Antecedentes: los aminoglucésidos constituyen un grupo de antibiéticos
con gran potencial antimicrobiano para combatir enfermedades infec-
ciosas graves e infecciones producidas por organismos multirresistentes
a otros antibiéticos. Su administracién debe mantenerse regulada debido
a sus consecuencias toxicas para los sistemas auditivo-vestibular y renal.

Objetivo: identificar mutaciones en el ADN mitocondrial asociadas con
hipersensibilidad a aminoglucésidos en pacientes mexicanos.

Pacientes y método: estudio comparativo efectuado con tres pacientes
tratadas con gentamicina. Se realizaron pruebas clinicas para determinar
la funcién auditiva y vestibular de las pacientes. El andlisis del ADN
mitocondrial se realiz6 en muestras de sangre mediante técnicas de
biologia molecular y las secuencias se compararon con la secuencia
de referencia Cambridge (rCRS) para el ADN mitocondrial humano.

Resultados: los estudios clinicos mostraron que dos de las pacientes
sufrieron ablacién vestibular, pero ninguna tuvo dafio auditivo. Des-
pués de un periodo de rehabilitacion vestibular, sélo una paciente se
recuperd del daio en el vestibulo. Al analizar las secuencias del ADN
mitocondrial se encontraron cambios en las tres pacientes, algunos de
ellos localizados en las regiones hipervariables 2 y 3; las dos pacien-
tes con dafio vestibular mostraron mayor ndmero de cambios que la
paciente sin dafio. Asimismo, en la paciente que no tuvo recuperacién
de la funcién vestibular, se localizaron cambios en la regién del ADN
en donde se unen factores de transcripcién mitocondrial, lo que puede
afectar de manera importante la funcién mitocondrial.

Conclusién: algunas de las modificaciones encontradas en la secuencia
del ADN mitocondrial pudieran ser las responsables del dafo vestibular
causado por la gentamicina y de la permanencia del dafio.

Palabras clave: ablacién vestibular, gentamicina, electronistagmografia,
susceptibilidad a aminoglucdsidos, mutaciones en ADN mitocondrial,
audiometria, emisiones otoacusticas.

Mitochondrial DNA Polymorphisms
in Patients with Vestibular Ablation by
Gentamicin

ABSTRACT

Background: Aminoglycosides are a group of antibiotics with great
antimicrobial potential against severe infectious diseases and infec-
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tions produced by organisms multi-resistant to other antibiotics. Their
administration should be regulated due to their toxic consequences for
auditive-vestibular and renal systems.

Objective: To identify mitochondrial DNA mutations associated to
hypersensitivity to aminoglycoside in Mexican patients.

Patients and method: A comparative study of three patients treated
with gentamicin was done. Clinical tests were performed to deter-
mine auditory and vestibular function. Mitochondrial DNA analysis
was determined in peripheral blood samples by molecular biological
techniques. Resulting oligonucleotides were sequenced and compared
with existing normal reference sequences (rCRS) reported for human
mitochondrial DNA.

Results: Clinical studies of vestibular function of the three patients
evidenced no damage in one of the patients whereas the remaining
two showed severe vestibular affection. After a long period of rehabili-
tation, only one patient of the two affected recovered vestibular func-
tion. In none of the cases, auditory function was compromised. When
mitochondrial DNA sequences were attained, some changes were
evident in the three patients, some of them localized in the hypervari-
able regions 2 and 3; the most numerous changes were found in the
patient showing no recovery of vestibular function, especially where
transcription factors bind to mitochondrial DNA, thus affecting deeply
the mitochondrial function.

Conclusion: Some of the modifications found in mitochondrial DNA
sequence can be responsible for vestibular damage caused by gentami-
cin and of the absence of recovery of vestibular function.

Key words: vestibular ablation, gentamicin, electronystagmography,
aminoglycoside susceptibility, mitochondrial DNA mutations, audiom-
etry, otoacoustic emissions.
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Los aminoglucésidos constituyen un grupo de
antibidticos con gran potencial antimicrobiano
para combatir enfermedades infecciosas graves,
como la tuberculosis, y lidiar con infecciones
producidas por organismos multirresistentes a
otros antibiéticos. Su administracién debe man-
tenerse regulada debido a sus consecuencias
toxicas para los sistemas auditivo-vestibular y
renal." Entre los factores mas importantes que
originan el dafio por aminoglucésidos destacan
la dosis acumulada y la duracién del tratamien-
to. Por ello, con la finalidad de disminuir los
riesgos, se han disefiado estrategias terapéuticas
que permiten prescribir dosis menores, pero

mantienen la efectividad del antibiético.? Sin
embargo, clinicamente, en los sujetos se ha en-
contrado una amplia variabilidad en la respuesta
a los aminoglucésidos. Esta variacién puede
explicarse, en parte, por la dosis y el tiempo del
tratamiento, pero también existen individuos con
susceptibilidad alta a los aminoglucésidos; en
estos individuos, dosis minimas del antibiotico
provocan sordera de manera inmediata o ataxia.?

Desde hace varias décadas se han descrito
familias con mdltiples individuos que pade-
cieron sordera inducida por el tratamiento con
aminoglucésidos. Estos estudios mostraron una
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predisposicion a la ototoxicidad inducida por los
aminoglucésidos que se trasmitia por via mater-
na, por lo que se concluyo que se trataba de un
defecto mitocondrial.*> El analisis del genoma
mitocondrial de las familias afectadas mostr6 que
habia diferentes mutaciones, principalmente en
el gen que codifica la subunidad 12S del ARN
ribosomal.®® Las mutaciones presentes en este
gen que se han asociado con la hipersensibilidad
a los aminoglucésidos en poblaciones de origen
asidtico, europeo e incluso latinoamericano son:
1) la sustitucién del nucledtido A por G en la
posicion 1555, 2) la eliminacion-insercién
alrededor del nucleétido 961," 3) el cambio de
C por T en la posicion 1494y el cambio de C
porT en la posicion 1189." Por otra parte, en el
gen del ARN de transferencia para serina (UCN)
se identificé una region susceptible a mutaciones
asociadas con sordera no sindrémica, como la
mutacion A7445°G.1°

El mecanismo mediante el cual estas mutaciones
causan la susceptibilidad a los aminoglucésidos
no se ha aclarado completamente; sin embargo,
hay evidencia de que estos cambios causan un
apareamiento no clasico de algunos nucleétidos
de la cadena polinucleotidica que produce un
cambio en la conformacién de la subunidad
12S del ARN ribosomal, de manera que semeja
la subunidad 16S del ARN ribosomal de las
bacterias, modificando la sintesis de proteinas y
la unién de los aminoglucésidos en esta region
del genoma mitocondrial."”

En este trabajo se realiz6 una evaluacién
clinica y un analisis genético por biolo-
gia molecular de tres mujeres tratadas con
gentamicina, dos de ellas con alteraciones
vestibulares, con la finalidad de determinar
la existencia de cambios en la secuencia del
ADN mitocondrial que pudieran asociarse con
dano en el vestibulo y la recuperaciéon de la
funcién vestibular.

PACIENTES Y METODO

Estudio comparativo efectuado con tres pacientes
tratadas con gentamicina, en el que la funcién
vestibular y auditiva fueron determinadas en el
Hospital Angeles Interlomas por la Dra. Cecilia
Esteinou.

Los equipos utilizados fueron: audiémetro
marca Madsen, modelo Orbiter 922, version
2; impedanciémetro marca Madsen, modelo
Zodiac 901; emisiones otoacusticas marca Oto-
dynamics, modelo V5, ILO 920AE System. Para
la posturografia se utilizé un equipo Equitest,
version 5.08, NeuroCom International. En la
electronistagmografia se utilizé agua de deshielo
a 0 grados, equipo Nystar version 1.77.

La rehabilitacion vestibular se realizé con el
equipo Balance Master, version 8.06 sistema
NeuroCom International.

El andlisis del ADN mitocondrial se realiz6
en el Instituto de Fisiologia Celular. EIl ADN
mitocondrial de los pacientes se extrajo de
sangre periférica utilizando DNAzol, segtn las
especificaciones del proveedor (Invitrogen).
Se amplificaron diferentes fragmentos de ADN
mitocondrial, abarcando desde la posicion 15
hasta la 1,624 (1,609 nucleétidos) y la region del
nucledtido 7,367 al 7,751. Para ello se usaron
varios pares de oligonucleétidos y la técnica de
PCR de punto final; los fragmentos obtenidos se
purificaron por columna segtn las especificacio-
nes del proveedor (QIAGEN) y posteriormente
se secuenciaron por duplicado de manera bidi-
reccional en un secuenciador ABI PRISM 310.
Los alineamientos de las secuencias obtenidas se
realizaron con el programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) en el sitio web: www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/y se compararon con la
secuencia de referencia Cambridge (rCRS) para
el ADN mitocondrial humano. La asignacion de
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los haplogrupos se realiz6 con la base de datos
del genoma mitocondrial MITOMAP en el sitio
web: www.mitomap.org.

Caso 1

Paciente femenina de 33 afnos, con antecedente
de infeccién de vias urinarias, tratada con cin-
co dosis de 80 mg de gentamicina. No mostr6
ningln sintoma que sugiriera alteraciones en la
funcion vestibular.

Caso 2

Paciente femenina de 31 anos, con antededente
de infeccién gastrointestinal, tratada con cinco
dosis de 80 mg de gentamicina. Tuvo mareos,
incapacidad de permanecer de pie y sensacion
de vértigo y ataxia.

Se le realizaron las siguientes pruebas: audio-
metria tonal completa y emisiones otoacusticas
por producto de distorsién, con audicién nor-
mal e impedanciometria y reflejos estapediales
normales. La electronistagmografia mostré el
diagnoéstico de arreflexia vestibular bilateral y
con la posturografia dindmica computarizada se
obtuvo el diagnéstico de disfuncion vestibular.

Se le dio rehabilitacién vestibular durante
aproximadamente seis meses. La paciente tiene
actualmente una marcha adecuada.

Caso 3

Paciente femenina de 60 anos, tratada con cinco
dosis de 80 mg de gentamicina por padecer un
absceso molar y posteriormente un absceso pro-
fundo de cuello. Tuvo mareos, incapacidad de
permanecer de pie, sensacion de vértigo y ataxia.
Se le realizé una audiometria tonal completa y
emisiones otoacdUsticas por producto de distor-
sién que mostraron audiciéon normal, con caida
selectiva en 8,000 Hz. La impedanciometria y
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los reflejos estapediales fueron normales. La
electronistagmografia evidencié el diagndstico
de arreflexia vestibular bilateral y la posturografia
dindmica computarizada arroj6 el diagnostico
de disfuncion vestibular.

Se le dio rehabilitacion vestibular durante aproxi-
madamente un afo. Actualmente la paciente
continda con oscilopsia y con cierta lateropul-
sion hacia la derecha y tiene que ayudarse con la
colocacion de focos por la noche para iluminar
la zona por donde camina.

RESULTADOS

En todos los casos estudiados la audicién no
sufrié dafio; sin embargo, en los casos 2 y 3 la
electronistagmografia y la posturografia dina-
mica computarizada evidenciaron arreflexia
vestibular bilateral y disfuncion vestibular,
respectivamente. En la Figura 1 se muestran las
cuatro posturografias dindmicas computarizadas
de estas pacientes realizadas antes y después de
la rehabilitacion vestibular. Después de varios
meses de rehabilitacién, la paciente del caso 2
tuvo una recuperacion importante de la funcién
vestibular, ejemplificada con los resultados de
la posturografia antes y después de la rehabili-
tacion (Figura T Ay B). La paciente del caso 3,
a pesar de tener una terapia de rehabilitacion
mas prolongada, no logré recuperar la funcién
vestibular (Figura 1 Cy D).

Respecto al analisis de la secuencia del ADN
mitocondrial, se analizaron primero las regio-
nes en donde se han reportado los cambios
relacionados con la susceptibilidad a los ami-
noglucosidos; es decir, la region del gen 125
del ARN ribosomal™ y la regién del gen para el
ARNI para serina; sin embargo, no se encontré
ninguno de los cambios reportados; por otro
lado, si se encontraron algunos de los cambios
relacionados con el haplogrupo y dos cambios
en la region del gen 12S mitocondrial para los
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Figura 1. Posturografias de los casos 2 y 3 antes y después de la rehabilitacion.
Se muestran las seis condiciones del examen de posturografia. Caso 2 antes (A) y después (B) de la rehabilitacién
vestibular. Caso 3 antes (C) y después (D) de la rehabilitacién vestibular.

casos 1y 2, G834T y DEL1228 A, respectiva-
mente; ademas del cambio G1438A, que se
encontr6 en los tres casos. Estos cambios no
parecen tener relevancia en la susceptibilidad
a los aminoglucésidos, ya que se encontraron
en la paciente sin dafio vestibular y en las que
si lo tuvieron. Con estos resultados se investi-
garon entonces las regiones hipervariables 2
y 3, donde se encontraron algunos cambios
interesantes (Cuadro 1).

El cambio de adenina por guanina en la posicion
663 se relaciona con el haplogrupo A, mientras

que el cambio de adenina por guanina en la po-
sicion 827 es representativo del haplogrupo B."®
Entonces, la paciente que tuvo dafo vestibular
irreversible pertenece al haplogrupo Ay las pa-
cientes sin dafio vestibular y con dafo vestibular
reversible pertenecen al haplogrupo B.

DISCUSION

En cuanto a los otros cambios encontrados en la
secuencia mitocondrial analizada, se encontrd
que la paciente sin dano vestibular mostré el
menor nimero de cambios, seguida por la pa-
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Cuadro 1. Polimorfismos encontrados en pacientes femeninas tratadas con gentamicina

Caso 1 A263G G499A C602G G834T* G1438A*
Caso 2 A263G INS301C A693G* A827G* DEL1128A* G1438A*
INS310C
G499A
Caso 3 T146C DEL311C A663G* G1438A*
T152C DEL523A
A153G DEL525C
A263G

__ lgual en las tres.
- - - lgual en haplogrupo B

ciente con dafio vestibular reversible; el mayor
nimero de cambios se encontré en la paciente
con dano vestibular irreversible.

Los cambios A263G, T146C, T152C, A153G,
INS301C, INS310C y DEL311C se encuentran
en la region hipervariable 2 (HV2); el cambio
G499A se localiza en la regién hipervariable
3 (HV3) del ADN mitocondrial, por lo que se
esperaria que ninguno de estos cambios tuvieran
relevancia en la funcion mitocondrial.’®

En las tres pacientes se encontré una guanina
en lugar de una adenina en las posiciones 263
y 1438. Al estar presentes estos cambios en la
paciente sin dafno vestibular y en las que si lo
mostraron, es poco probable que estos cambios
tengan relacion con la suceptibilidad a la gen-
tamicina.'®

En la paciente sin dafio vestibular se encontré
un cambio de una citosina por una guanina en
la posicién 602, este cambio se encuentra en la
region que codifica para el ARN de transferen-
cia de la fenilalanina; también se encontré un
cambio de una timina en lugar de una guanina
en la posicion 834, este cambio se encuentra en
la region que codifica a la subunidad 12S del
ARN ribosomal;*' sin embargo, ninguno de estos
cambios parece tener efecto en la susceptibilidad
a la gentamicina.

[JCambio de haplogrupo
* Cambio en la region 12S ARNr

En el caso de la paciente con dafio vestibular
reversible se encontré un cambio de una guani-
na en lugar de una adenina en la posicién 693;
ademds, existe una eliminacion de una adenina
en la posicion 1128; ambos cambios se encuen-
tran en la region que codifica a la subunidad
12S del ARN ribosomal.?! Esta subunidad posee
una estructura secundaria en donde se obser-
van varios bucles y horquillas; estas estructuras
se establecen por la formacién de puentes de
hidrégeno entre diferentes nucleétidos com-
plementarios, de manera que cuando ocurre
sustitucion, eliminacion o insercion de ciertos
nucleétidos existe la posibilidad de que se modi-
fiquen los puentes de hidrégeno que mantienen
la estructura de la subunidad 125, ocasionando
cambios conformacionales; sin embargo, en los
casos que nos ocupan no parece tener efecto en
la funcion vestibular.

Asimismo, en la paciente con dano vestibular
irreversible se encontraron dos cambios loca-
lizados en el sitio de union para factores de
transcripcién mitocondrial;?' éstos son: DEL523A
(no esta presente la adenina en la posicién 523)
y DEL525C (no estd presente la citosina en la
posicién 525), lo que implica que, si se modi-
fica la afinidad de los factores de transcripcion
mitocondrial en este sitio, podria afectarse la
transcripcién de ARNs de transferencia y de
ARN ribosomales; por tanto, podria afectarse la
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viabilidad mitocondrial y, por ende, la funcién
vestibular. Esta pudiera ser la explicacién de
por qué la paciente del caso 3 no pudo lograr
la recuperacion de la funcién vestibular a pesar
de seguir una terapia de rehabilitacion.

Aunque son abundantes los reportes de dafio au-
ditivo por la administracién de aminoglucédsidos,
son escasos los que describen daio vestibular
en forma exclusiva;? por tanto, siempre que sea
necesaria la administracion de estos antibiéticos
es recomendable hacer un seguimiento de la
funcion vestibular, aunado a un estudio del ADN
mitocondrial mediante biologia molecular para
detectar si existe susceptibilidad al dafo vesti-
bular por ese medicamento y poder recomendar
un tratamiento alternativo.

CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias en las secuencias del
ADN mitocondrial en el sujeto control y en las
dos pacientes tratadas con gentamicina. Algu-
nos cambios que se localizaron en las regiones
hipervariables, variables y en el gen 12S rRNA
son indicativos de haplogrupos diferentes (A o
B). Sin embargo, los cambios localizados en las
regiones de unién a factores de transcripcion
mitocondrial (DEL523A y DEL525A) sugieren
que posiblemente estos cambios sean la causa de
que la paciente que los tuvo no lograra recuperar
la funcion vestibular.
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