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Estudio molecular de una familia con duplicacion
del gen PMP22 y gran variabilidad fenotipica
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Resumen

Introduccidn. La neuropatia hereditaria mas frecuente del sis-
tema nervioso periférico humano es la enfermedad de Char-
cot-Marie-Tooth (CMT), caracterizada por atrofia muscular pe-
ronea y pie cavo. El subtipo 1A (CMT1A) es responsable de
aproximadamente 60 % de todos los casos de CMT, y esta
asociado en 70 % de los casos a duplicacion de ~1.5 Mb de
ADN en 17p11.2-p12 (PMP22). Nuestro objetivo fue estudiar
una familia en la que se detectd la duplicacion del gen median-
te electroforesis capilar, y describir las caracteristicas clinicas
y electrofisiol6gicas para identificar como varia la severidad de
la enfermedad entre familiares.

Material y métodos: Fueron analizados cinco sujetos pertene-
cientes a una misma familia, con diagnéstico clinico y electrofi-
siolégico de CMT, en los que se encontré gran variabilidad feno-
tipica. Se amplificaron tres STR descritos como 4A, 9A y 9B
paraidentificar la duplicacién y realizar el diagnéstico de CMT1A.
Resultados: Mediante electroforesis capilar encontramos que
todos presentaron la duplicacion del gen, sin embargo, la expre-
sion fenotipica fue muy diferente entre los individuos, un varén
con gran afeccion y cuatro mujeres practicamente asintomaticas.
Conclusiones: Los resultados nos permitieron detectar con
certeza la presencia de la enfermedad en las cuatro mujeres
que no se consideraban portadoras de la patologia y ofrecer
asesoramiento genético adecuado.

Palabras clave: Electroforesis capilar, enfermedad de Char-
cot-Marie-Tooth, neuropatia hereditaria.

Summary

Background: Peripheral nerve and its more frequent subtype
CMT1A has been associated with duplication in tandem of a
fragment of DNA of 1.5 Mb in 17p11-p12. This region contains
the coding sequence of the peripheral myelin protein 22
(PMP22).

The aim of this study is to highlight the importance of identifying
the duplication of gene PMP22 in the family members of patients,
even though they do not have important clinical features, in order
to offer them adequate genetic counseling.

Methods: For identification of the duplication of gene PMP22
we searched for the STR polymorphisms 4A, 9A and 9B as
described by Latour by capillary electrophoresis in a patient
with clinical and electrophysiological diagnosis of CMT and his
four asymptomatic sisters.

Results: We found all sibs have the PMP22 duplication, but
only the patient demonstrates the entire spectrum of the disease.
His sisters have only minor anomalies, except for one sister
who does not have any anomalies, but electrophysiological
studies were positive for all sibs.

Conclusions: By studying this family we can emphasize the
importance of molecular studies for providing certainty of the
diagnosis in order to offer patients and their relatives adequate
genetic counseling.

Key words: Capillary electrophoresis, Charcot-Marie-Tooth
disease, hereditary neuropathy.
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Introduccion

La neuropatia periférica de Charcot-Marie-Tooth (CMT) es la
enfermedad hereditaria mas comin del sistema nervioso perifé-
rico humano. El subtipo mas frecuente es CMT1A, responsable
de aproximadamente 60 % de todos |os casos de CMT,12 y esta
asociado en 70 % de |os casos a duplicacion en tandem de ~1.5
Mb en 17p11.2-p12, donde se encuentrael gen que codificapara
la proteina PM P22, constituido por cuatro exonesy dos promo-
tores. CMT1A presenta unatransmisi6n autosomica dominante.
El diagndstico clinico de la enfermedad se basa en el estudio
familiar, las deformaciones fisicas, €l estudio electrofisiol6gico
y las anormalidades patol égicas. Un diagnostico temprano per-
mite prevenir o corregir las alteraciones, asi como brindar un
adecuado asesoramiento genético.>®
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Enlaliteraturaexisten pocos estudios en | os cual es se describa
guelaseveridad delaenfermedad variaentre individuos ain den-
tro de lamismafamilia, de ser casi asintométicos hasta presentar
importante deformidad del pie en cavo y pérdida sensoria.”® En
este trabajo estudiamos a una familia en la que se identifico la
duplicacion del gen PMP22 mediante electroforesis capilar, se
describieron diferentes caracteristicas clinicas y electrofisiol 6gi-
cas que demostraron gran variabilidad fenotipica.

La electroforesis capilar es solo un tipo de andlisis entre la
gran cantidad que existe para la busqueda de anormalidades en
el ADN, el ARN o las proteinas, y que en conjunto se conocen
como estudios molecul ares.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo, prospectivo, en € cua sein-
cluy6 atodos |os hermanos de una familia debido a que uno de
ellos, € varon, presento diagndstico clinico y electrofisiol égico
de CMT.

El propésito o caso indice (111-8) fue un hombre de 27 afios
de edad que acudio a Instituto Nacional de Rehabilitacion por
presentar debilidad generalizada, siendo masgrave enformadis-
tal tanto de miembros superiores como inferiores. Entrelosante-
cedentes heredofamiliares menciond que el padre (11-6) y una
prima paterna (111-2) presentaban el mismo padecimiento (figu-
ral). Neg6 consanguinidad y endogamia. A los 17 afios de edad
se hizo notorio el padecimiento debido a debilidad muscular y
con ello la incapacidad para redlizar ciertos ejercicios, desde
entonces habia progresado.

Estudios el ectrofisiol 6gicos

Fueron efectuados utilizando un equipo Nicolet Biomedical Vi-
king IV. El estudio de velocidad de neuroconduccién motorafue
realizado con el ectrodos de superficie. Laneuroconducci én sen-
soria fueinvestigadaen losnerviosulnar, medial, sural y nervio
peroneo superior de todos los individuos mediante técnicas es-
tandar.%1°

Estudio clinico

Serealiz6 historiaclinicaqueincluy6 antecedentes heredofami-
liares, padecimiento actual, exploracion fisicacompleta, examen
manual muscular,®® blsqueda de reflejos osteotendinosos y ar-
bol geneal dgico.

PCR

Se utilizaron iniciadores para amplificar los STR descritos como
4A (116 bp), 9A (162 bp) y 9B (235 bp) por Latour en 2001 para€
diagnostico de CMT1A. Losiniciadoresforward fueron modifica-
dosene extremocon5” HEX™ (4Ay 9A)y TET™ (9B), y ampli-
ficados bgjo | as siguientes condiciones: 50 ng de ADN gendmico,
AmpliTag GoldTM Perkin Elmer de 5 U/ul, MgCl, mM, Regula-
dor 1X, dNTP's0.4 mM, volumen final 20 W. El esquemautiliza-
do fue 5 minutosa94 °C, 35 ciclos; 1 minuto a94 °C, 1 minuto a
55°C, 2 minuto a68°, y unaextension final de’ 5 minutosa 68 °C.
Todas las amplificaciones se redlizaron con un blanco sn ADN.%

Electroforesiscapilar

Para la electroforesis capilar se utilizé un equipo ABI PRISM
310 GeneticAnalyzer PE (Applied Biosystems, Foster City, Ca.).
Preparacion de las muestras: 2 pl de producto de PCR de cada
muestra, 5 pl de marcador de peso molecular TAMRA 500
(Applied Biosystems); fueron desnaturalizadas a 98 °C por sie-
te minutos. Las condiciones en la electroforesis capilar fueron
tiempo de inyeccion, 5 segundos; voltaje, 15 kV; temperatura,
60 °C; tiempo, 26 minutos. En cada determinacion se incluyé
una muestra de TAMRA 500 sin producto de PCR como blan-
o, una muestra de un control negativo y una prueba de color
para comprobar el adecuado funcionamiento del equipo. Lain-
formacion fue analizada con el software GeneScan (Applied
Biosystems) y guardada como un archivo de muestras para cada
reaccion en el que se colectaron y analizaron los datos, que se
presentaron como electroferogramas de cada una de las mues-
tras. Se cred un patron de peso molecular individual para cada
archivo, que corresponde a marcador de peso molecular TA-

Figura 1. Arbol genealdgico.
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Figura 2. Caracteristicas clinicas.

MRA 500 seguin el protocolo de uso recomendado por Applied
Biosystems.1>17

Andlisis de los datos

El programa GeneScan proporcionalosval oresen unidades defluo-
rescenciarelativa (UFR) de las areas de os picos que correspon-
den alasefia fluorescente del marcador; los resultados mejoran s
se obtienen sefides entre 150 y 6000 RTU. Todos nuestros experi-
mentos mostraron resultados dentro de este rango. Todas las prue-
bas serealizaron por triplicado y fueron descargadas aunabase de
datos, se obtuvo promedio y desviacion estandar y se aplico t de
Student. Sedeterminaron las &reasrel ativas correspondientesalos
segmentos 4A, 9A y 9B de cada individuo, comparadas con un
control negativo, encontrando diferencias significativas (p < 0.05).

Resultados

Enlaexploracion fisicadel pacienteindiceI11-8 seobservé talla
de 1.83 my peso de 80 kg, marcha anormal en steppage; hipo-
trofia muscular de cintura escapular; adelgazamiento en un ter-

ciodistal delosmuslosy entodalapierna(bilateral); hipotrofia
de eminencias tenar e hipotenar y de musculos interéseos; pies
ligeramente en cavo; reflejos osteotendinosos ausentes en miem-
bros inferiores y sensibilidad disminuida. En la figura 2 se ob-
servan algunas caracteristicas fisicas delos sujetos 111-8 y 111-9.

Debido alas caracteristicasdel pacientey aque el padretam-
bién estaba af ectado, se decidi6 estudiar alos demésintegrantes
delafamilia. En el cuadro | se muestran las caracteristicas clini-
casy electrofisiol 6gicas encontradas en €l paciente (111-8) y sus
cuatro hermanas, identificadas como I11-7, 111-9, 111-11 y I11-12.
Todos presentaron vel ocidad de neuroconducci 6n motoramenor
a 37 m/s, principalmente en los nervios peroneos (derecho eiz-
quierdo). En € estudio molecular mediante electroforesis capilar
encontramos que todos tuvieron duplicacion con alguno de los
marcadores en comparacion con el control negativo, como se ob-
serva en los electroferogramas de la figura 3, donde se incluyen
los correspondientes alos marcadores 4A, 9A y 9B del individuo
111-9y €l control negativo. Conlosvaoresdelasareasrelativasen
UFR se grafico larelacion de proporciones en losindividuos con
duplicacion de PMP22y e control negativo (figura4).

Lapersonall-1 del arbol geneal égico es hermana del padre
de nuestro paciente y por referencia es aparentemente normal,
sin embargo, no pudo ser revisada. Su hija, también por referen-
cia, muestra caracteristicas similares, pero en menor grado que
nuestro paciente.

Discusion

Lascaracteristicasclinicas del fenotipo originalmente descrito por
Charcot, Mariey Tooth incluyen debilidad distal y atrofiatempra
na en muscul os peroneos,’®*° con eventual extension alos dedos
de las manos, hiporreflexia, pies cavos y ateraciones sensitivas
distales, particularidades que present6 el paciente I11-8. Sin em-
bargo, en los otros individuos no eran evidentes, por lo que es
notorialagran variabilidad en la expresion fenotipica (cuadro ).
Lamujer 111-11 no presentd anormalidades en ninguna extremi-

Cuadro I. Datos clinicos de CMT1A en los integrantes de una familia

Edad Talla Peso Pie

Examen molecular
(duplicacion)

Examen
manual muscular

Clave Sexo (afios) (m) (kg) AHF VNCM cavo HDMI S ROT Peroneo Tibial ant. Otros 4A 9A 9B
-7 F 29 160 78 Si ! + - n n 5 5 4-5 + + +
111-8 M 27 183 80 Si ! + + ! ! 3 2 3-4 + - -
111-9 F 25 167 68 Si ! + - n n 4 4-5 4-5 + + +
1-11 F 24 166 80 Si ! - - n n 4-5 5 4-5 + - +
11-12 F 19 166 73 Si ! + - n n 4 4 4-5 + + -
C- F 40 163 70 No n - - n n 5 5 5 - - -

AHF = antecedentes heredofamiliares, VNCM = velocidad de neuroconduccién motora, | = disminuido, + presencia, — ausencia, n = normal, HDMI = hipotrofia distal
de miembros inferiores, S = sensibilidad, ROT = reflejos osteotendinosos, C— = control negativo.
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Figura 3. Electroferogramas del sujeto 111-9 y el control negativo (C-) con los marcadores 4A, 9A y 9B.

dad, solo ligera disminucion en la velocidad de neuroconduc-
cion motora; sin embargo, en el estudio molecular se detect6 la
duplicacion del gen PMP22. Las mujeres 111-7, 111-9 y 111-12
tuvieron ligeras anormalidades en los pies, solo evidentes hasta
queselesreaizé exploracion fisica; lamarchafue normal y hubo
ligera disminucion de la fuerza muscular, no asi de la sensibili-
dad ni de los reflgjos.

El estudio molecular debe ampliarse atodalafamilia, yaque
al parecer hay mas integrantes afectados y otros que si bien en
apariencia no lo estén deben ser portadores de la enfermedad,
como lapersonall-1 cuya hijadebi6 heredar €l gen deella.

El presente trabajo nos permite establecer que los estudios
moleculares son necesarios incluso en ausencia de manifesta-
ciones, para identificar si las personas son o no portadoras del
gen mutante y pueden transmitirlo con un riesgo de 50 %, y asi
ofrecer un adecuado asesoramiento genético, explicar como es
laevoluciony los posibles tratamientos quirdrgicos, rehabilita-
torios o con medicamentos. Es fundamental hacer hincapié en
gue las manifestaciones menores en una persona no necesaria-
mente se presentaran asi en su descendencia, la cual puede estar
afectada con mayor o menor gravedad que el progenitor.?

9B

-9
paciente

l-11 12

0}

Figura 4. Proporciones de areas relativas con los marcado-
res 4A, 9Ay 9B de los familiares con diagndstico de CMT1A.
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