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RESUMEN

La neuropatia periférica Charcot-Marie-Tooth (CMT) es una enfermedad genéticamente heterogénea con prevalencia de 1
en 2,500 recién nacidos vivos. Existen distintos subtipos, dependiendo de sus caracteristicas clinicas y moleculares. Alre-
dedor de nueve loci se han asociado con la presencia de este tipo de neuropatias degenerativas; CMT1A es la mas comun
y se hereda en forma autosémica dominante, siendo causada en su mayoria por duplicaciones del gen PMP22 ubicado en
17p11.2-p12. En el presente trabajo se analizaron 12 pacientes con CMT1 de familias no relacionadas mediante FISH para
la region PMP22. Se observé la duplicacion de PMP22 en tres de los 12 sujetos, estableciéndose el diagnéstico de CMT1A.
Los nueve casos restantes no presentaron la duplicacion, lo cual sefiala la importancia de realizar el diagnéstico molecular
correcto en estos padecimientos en nuestra poblacién para ofrecer un asesoramiento genético adecuado.

Palabras clave: CMT1A, duplicacion PMP22, fluorescencia in situ,
neuropatia periférica, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

ABSTRACT

Charcot-Marie-Tooth (CMT) is an entity with genetic heterogeneity. It has a prevalence of 1 in 2,500 NB and classi-
fies in several groups according to the clinical and molecular characteristics. About nine loci have been associated
with this type of neuropathies. CMT is an autosomal dominant neuropathy and is most caused by duplication of
PMP22 gene on chromosome 17p11.2-p12. In the present study we analyzed 12 CMT1 non-related subjects through
FISH of the PMP22 region. We found in 3 cases the duplication of PMP22 corroborating the CNT1 diagnosis. The
absence of the duplication of the PMP22 region in the rest of patients, remarks the importance of establishing the
molecular studies to correctly diagnose the genetic entities and offer and adequate genetic counseling.

Key words: CMT1A, PMP22 duplication, FISH,
peripheral neuropathy, Charcot-Marie-Tooth disease.

ANTECEDENTES

La neuropatia hereditaria motor-sensorial o enfer-
medad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) es un grupo
heterogéneo de enfermedades genéticas con una
incidencia de 1 en 2,500.1 La mayoria tienen un pa-
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tron de herencia autosémico dominante; sin em-
bargo, también se presentan las formas autosémi-
ca recesiva y recesiva ligada al cromosoma X
(Cuadro 1). Existe un amplio espectro en la grave-
dad clinica; algunos pacientes pueden ser asinto-
maticos y tener una deformidad leve del pie en
cavo, mientras que otros pueden presentar debili-
dad muscular grave lentamente progresiva y pérdi-
da sensorial. La mayoria de los enfermos presen-
tan alteraciones en la deambulacién. La edad de
presentacion depende del tipo de CMT, pero fre-
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cuentemente es en la segunda década de la vida.
Los signos iniciales incluyen dificultad para cami-
nary subir escaleras; al aumentar la gravedad, los
pacientes compensan este problema, flexionando
la cadera a cada paso, dando una marcha en equi-
no. El estudio de electromiografia (EMG) ayuda a
distinguir las formas desmielinizantes de las axo-
nales y proporciona las velocidades de conduccion
motora que en los pacientes con CMT1 se encuen-
tra por debajo de los 40 m/s.?

Histolégicamente, la biopsia de nervio revela la
formacion de laminas concéntricas de material mieli-
nico alrededor de la fibra nerviosa debido a la des-
mielinizacion y remielinizacion; este hallazgo se co-
noce como “bulbos de cebolla”, los cuales son la
causa subyacente del engrosamiento de los nervios
periféricos.3#

En la mayoria de los casos, la enfermedad de
CMT1A se debe a una duplicacion de ADN en
tandem de 1.5 Mb localizada en el cromosoma
17p11.2-p12.5 Esta region esta flanqueada por
dos secuencias repetidas mayores de 17 kb, de-
nominadas CMT1A-REP proximal y CMT1A-REP
distal, ambas con un 98% de homologia.® Al pare-
cer, la duplicacion es regulada por un transposon
(elemento génico que tiene la capacidad de trans-
posicién)” localizado cerca de un punto de mayor
predisposicion a mutaciones (hotspot) en el even-
to de recombinacién.® El hallazgo de la duplica-
cién génica o casos de pacientes con trisomias
parciales que involucran la regién de 1.5 Mb, que
contiene al gen PMP22, sugiere que el fenotipo
de CMT1A se debe al incremento en la dosis de
la expresion del gen.®° La duplicacién se en-

Cuadro |I. Neuropatias periféricas hereditarias, genes asociados y patrén de herencia.

Neuropatia hereditaria

Mapeo cromosomico

Patrén de herencia

CMT1A PM P22 (proteina mielinperiférica), Autosdmico dominante
duplicacién en 17p11.2-p12
CMT1B MPZ (Proteina mielincero), 1q22-g23. Autosdémico dominante
CMTI1C EGR2 (Gen de respuesta del Autosdmico dominante
crecimiento temprano), 10g21.1-g22.1
CMT2A 1p35-p36 Autosdémico dominante
CMT2B 3q Autosdmico dominante
CMT2B1 1g21.2-g21.3 Autosdmico recesivo
CMT2B2 19g13.3 Autosdmico recesivo
CMT2C 5q Autosdémico dominante
CMT2D Tpld Autosémico dominante
CMT3A 1921.3 Autosdémico recesivo
CMT3B 10g23.2 Autosdmico recesivo
CMT4B2 11p15 Autosdémicarecesiva
CMT4C 5023-933 Autosdmicarecesiva
CMT4D 8q24 Autosémicarecesiva
CMT4E EGR2 Autosdmicarecesiva
CMT4F 19913 Autosdémicarecesiva
CMT lig X1 Conexina-32, Xq13.1 Ligado al cromosoma X
CMT lig X2 Xp22.2 Ligado al cromosoma X
Recesivo
HNNP PM P22 (proteina mielinperiférica), Autosdmico dominante

Dejerine-Sottas

Sindrome de Anderman

Agenesia de cuerpo calloso

CMT4A
CMT4B1

delecion en 17p11.2-p12
17 p11.2, PMP22

1922

8023-924

15913-g15

8g13-g21.1
11922 MTMR2
(proteina asociada a miotubulina 2

Autosémico dominante
Autosdmico recesivo
Autosdmico dominante
Autosdmico recesivo

Autosdmica recesiva
Autosdmica recesiva
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Cuadro Il. Caracteristicas de |os pacientes estudiados.

Edad VCM
NUm. (afios) Sexo nvs Deformidad FISH
1 10 F 25 Cavo-varo Normal
2 10 M 16 Equino-varo Dup
3 14 F 27 Cavo Normal
4 5 F 25 Equino-varo Normal
5 10 M 25 Cavo-varo Normal
6 8 M 15 Cavo-varo Dup
7 27 F 18 Cavo Dup
8 18 M 22 Cavo-varo Normal
9 13 M 27 Cavo Normal
10 17 M 22 Cavo-varo Normal
11 15 F 25 Cavo Normal
12 18 M 18 Cavo-varo Normal

Abreviaturas:. M = Masculino. F = Femenino.

cuentra en 70% de los casos heredados y en 90%
de los casos esporadicos. El gen PMP22 fue ca-
racterizado a partir de la purificacion de trans-
critos extraidos de células de Schwann en biop-
sias del nervio ciatico y de bibliotecas gendmicas
de la médula espinal de fetos humanos y codifica
para una proteina mielinperiférica. PMP22 contie-
ne seis exones, de los cuales dos no se traducen
y dos son promotores alternativos que se encuen-
tran adyacentes rio arriba; su expresion es tejido-
especifica en nervio periférico, aunque también
se ha observado su expresioén en tejidos distintos
al nervioso. El andlisis de la secuencia primaria
de PMP22 muestra que el promotor 1 es similar a
todos los promotores tejido-especifico con una
caja TATA a 30 pb de distancia rio arriba del sitio
de inicio de la transcripcién. Existe también una
secuencia invertida CCAAT rio arriba de la caja
TATA. El promotor 2 muestra caracteristicas simi-
lares a los genes de “mantenimiento” y no pre-
senta una caja TATA especifica; sin embargo, se
observa un alto contenido GpC 352 pb, rio arriba
del sitio inicial de la transcripcion.!

No existen estudios moleculares en nuestra po-
blacién en este tipo de padecimientos, por lo que el
objetivo de este estudio fue identificar el nUmero de
casos con duplicacion del gen PMP22 en una mues-
tra de pacientes mexicanos con CMT1.

MATERIAL Y METODOS

Fueron estudiados 12 pacientes con diagnostico cli-
nico, electromiogréfico y de histopatologia compati-

ble con CMTL1. El proyecto fue aprobado por el Co-
mité de Investigacion del Centro Nacional de Reha-
bilitacion-Ortopedia de la Secretaria de Salud. Los
pacientes fueron informados del estudio y acepta-
ron participar. Las caracteristicas clinicas se mues-
tran en el cuadro II.

Para el andlisis de FISH se tomaron 3 mL de
sangre periférica mediante puncion de la vena ante-
cubital. El proceso de cultivo de linfocitos de sangre
periférica se realiz6 de acuerdo a la técnica conven-
cional con lo que se obtuvieron metafases y nicleos
en interfase. Para la construccién de la sonda
PMP22 se utilizaron 300 ng de ADN gendmico
como templete, se amplifico6 el exén 2 del gen
PMP22 por medio de reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR). Se utilizé un volumen total de 50
mL, que contenia: 1x de 10 mM Tris, 50 uM KClI, 3
mM de MgCI, 200 uM de dNTPs mas 0.06 de dU-
TPs espectro rojo (Vysis), 1 uM, de los oligonucle6-
tidos especificos del exon 4. Los tiempos de ampli-
ficacion fueron: un minuto 94° C, un minuto 60° C y
un minuto a 72° C por 35 ciclos. Se procedio a la
precipitacion del producto en una solucién de aceta-
to de de sodio a 3M y etanol al 100%. Posteriormen-
te, se procedi6 a realizar la hibridacién in situ en
base a los métodos descritos.*?

RESULTADOS Y DISCUSION
Fueron estudiados 12 sujetos: siete hombres y cin-
co mujeres. Tres de los pacientes presentaron la

duplicacion de PMP22 identificada mediante FISH
(Figuras 1y 2), lo que representa 25% de los 12 ca-
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sos analizados. De estos enfermos, dos fueron
hombres y una mujer; los tres tenian una disminu-
cion importante de las VCM que se encontraba por
debajo de los 20 m/s ademas de presentar una
afeccion clinica grave.

El mecanismo de formacion de las duplicacio-
nes se ha estudiado en forma experimental en
bacterias, levaduras y en la mosca de la fruta, ob-
servando que la generacion de este tipo de dupli-
caciones se debe a una recombinacién homdloga
desigual entre secuencias génicas similares.®®
Para la deteccién de la duplicacién, se han utiliza-
do diferentes herramientas moleculares como son
el estudio de los fragmentos de restriccion de lon-
gitud polimdrfica (RFLPs), electroforesis en gel de
campos pulsados (PFGE) y la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), utilizando un set de mar-
cadores polimorficos de GT, CA y de AC conteni-
dos en la duplicacion génica.'* El andlisis molecu-
lar mediante FISH permite observar directamente
la duplicacion y detectar incluso posibles casos de
mosaicismo somatico, analizando nucleos en inter-
fase de linfocitos de sangre periférica, por lo que
resulta un método de eleccién adecuado en estos
caso0s.'51¢ En el presente trabajo encontramos so-
lamente 25% de casos con la duplicacion de
PMP22, lo que nos permitié establecer el diagnoés-
tico de CMT1A. Aun cuando la muestra no fue muy
grande, este pequefio porcentaje de casos afecta-
dos con la duplicacién de PMP22 diferiria a lo re-
portado en la literatura, ya que la forma CMT1A
con esta duplicacion es la mas frecuente. Conside-
rando estudios previos, se esperaria encontrar
cuando menos seis o siete casos con CMT1A en la
muestra analizada, por lo que es importante estu-
diar una poblacién mas grande para confirmar este
hallazgo. Por otro lado, es necesario analizar los
otros genes implicados en la génesis de este tipo
de neuropatias, como son MPZ, Cx y EGR2, para
tener la certeza diagnéstica y asi poder descartar
los subtipos de neuropatias CMT1. Uno de los as-
pectos interesantes del CMT1A representa la “ga-
nancia de funciéon” como consecuencia en la ma-
yoria de los casos de la duplicacién génica. El ex-
ceso de expresion produce un aumento en la con-
centracion de la proteina PMP22, desestabilizando
el proceso de mielogénesis. Pocas entidades son
consecuencia de la presencia de tres alelos. Cabe
mencionar que no solo las duplicaciones del gen
PMP22 producen la enfermedad, ya que también
se han reportado mutaciones puntuales, especial-
mente en los dominios transmembranales.
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Figura 1. Linfocito en interfase de un paciente con CMT1A
donde se aprecian tres copias del gen PMP22, lo cual indicala
duplicacion.

www.medigraphic.com

Figura 2. Linfocito en interfase de un control sano donde se
aprecian dos copias del gen PMP22.

Otro de los aspectos importantes es la gran variabi-
lidad clinica informada en la literatura, independiente-
mente del tipo de mutacion o del gen afectado, ya que
el mismo defecto génico produce distintos cuadros cli-
nicos incluso en la misma familia, lo que resalta la par-
ticipacién de otros factores, ya sean ambientales o
epigenéticos, interactuando en la patogénesis de la
enfermedad. Sin embargo, en nuestra muestra anali-
zada, los pacientes con la duplicacion del gen PMP22
presentaron las manifestaciones clinicas mas graves.
En conclusion, es fundamental realizar un estudio in-
tegral que incluya aspectos clinicos y moleculares en
este tipo de pacientes en nuestra poblacion para esta-
blecer un diagndstico correcto y asi poder ofrecer un
asesoramiento genético adecuado.
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