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RESUMEN

Introduccidn y objetivos. La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth es la polineuropatia genética
mads frecuente. Se caracteriza por una amplia variedad fenotipica y genética influenciada por las
peculiaridades sociodemograficas de cada territorio. Las nuevas técnicas de secuenciacién masiva nos han
permitido optimizar y ampliar las posibilidades de diagndstico genético. El objetivo de este estudio es
identificar a todos los pacientes con diagndstico de neuropatia genética de nuestra drea de salud con el
fin de conocer la prevalencia de CMT y describir las caracteristicas clinico-genéticas de los principales

subgrupos de CMT con especial atencion al grupo CMT1.

Métodos. La primera parte del estudio es observacional y descriptiva. En ella se expone la
prevalencia de la enfermedad a fecha de junio de 2018, asi como una descripcion epidemioldgica global y
por subgrupos, especialmente el subtipo CMT1 AD y CMT1 casos esporadicos. La segunda parte del
estudio es de tipo descriptivo y experimental. Estd basado en la descripcidon de las nuevas mutaciones
encontradas en el subgrupo CMT1 AD y CMT1 casos esporadicos, y en el desarrollo de los estudios llevados
a cabo para la confirmacién de su patogenicidad. La recogida de la informacidn clinica de los pacientes se
llevé a cabo mediante la historia informatica. Se amplié el estudio genético en los pacientes candidatos
mediante paneles genéticos seleccionados en cada caso en funcidn de sus caracteristicas fenotipicas. En
colaboracién con el Instituto de Neurociencias se completaron los estudios experimentales de las

variantes encontradas.

Resultados. Se incluyeron un total de 131 pacientes, correspondientes a 71 familias. El 26.8% de
los casos fue clasificado como CMT1, con una mayor frecuencia de herencia AD; el 25.4% como CMT2,
con predominio de casos esporadicos; el 7.04% como CMTI, sobre todo relacionado con herencia ligada
al X (CMTX); otro 7.04% de los casos se correspondian con HNPP; el resto (33.8%) fueron descartados por

varios motivos (EMG normal, no realizado u otros diagndsticos). La prevalencia de CMT de nuestra area



de salud es de 31.8 casos por 100000 habitantes. La mutacidén mas frecuente fue la duplicacion de PMP22
(47.6%), seguida de las mutaciones en GJB1 (19.0%) y SH3TC2 (9.52%). En el subtipo CMT1 AD el grupo
mas frecuente fue CMT1A. Se identificd a una familia en heterocigosis compuesta por dos mutaciones en
los genes EGR2 y LITAF. En otras dos familias se identificaron variantes de significado incierto. En el subtipo
CMT1 AR se diagnosticaron dos familias con genética correspondiente a CMTA4C. Entre los casos
esporadicos se incluydé un paciente CMT1A, otro con una mutacidn novel en PMP22 (CMT1A point mut),
y otro CMT1B por mutacion en el gen MPZ. En el subtipo CMT2 solo se diagnosticd a un paciente por una
mutacion en el gen GADP1 (CMT2K). En el subgrupo con velocidades intermedias (CMTI) predominaron
las mutaciones en el gen GJB1 (CMTX), identificAndose también a un paciente con una mutacién novel en

el gen NEFL (CMTIG).

El 90% de los casos con diagndstico de CMT1A presentaban una herencia AD, solo un caso era
esporadico. En todos ellos se describid el fenotipo clinico y neurofisiolégico caracteristico de esta

enfermedad, con deambulacién preservada en el 70% de los casos.

Discusién. La distribucién de los subgrupos CMT1 y CMT2 fue similar, incluyendo el grupo CMTI,
que representd el 11.9% de los casos CMT. La prevalencia es de 31.8 casos por 100000, similar a la descrita
en otros estudios epidemioldgicos de nuestro pais. Las mutaciones mas frecuentes fueron en los genes
PMP22, GJB1 y SH3TC2, en concordancia con las caracteristicas demograficas de nuestra drea geogréfica.
Las pacientes con diagndstico de CMT1A presentaron las caracteristicas clinicas tipicas, manteniendo una
funcionalidad aceptable la mayoria de ellos. Las mutaciones encontradas en MPZ y PMP22 se
correlacionaron correctamente con la clinica presente en los pacientes y la descrita en la literatura actual.
Los estudios de segregacion familiar y experimentales realizados en la familia portadora de la mutacidn
en EGR2 y LITAF permitieron demostrar la patogenicidad de ambas variantes en situacion de heterocigosis
compuesta por un efecto pernicioso sumatorio de ambas. El uso de paneles genéticos nos permitié

estudiar de forma simultdnea multiples genes relacionados con CMT en familias seleccionadas reduciendo



asi tiempo y recursos. La identificacidn de variantes de significado incierto y su interpretaciéon supone un
nuevo reto en estos casos en los cuales la colaboracién entre la clinica y la investigacidn basica toma un

papel fundamental.
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I. INTRODUCCION

1. CONTEXTOY FINALIDAD

Cuando hablamos de neuropatia nos referimos a todos aquellos fendmenos que producen una
alteracion a nivel del nervio periférico, tanto en su componente axonal como en la vaina de mielina. Estos
procesos pueden ser de diferente naturaleza y corresponder a etiologias diversas. Dentro de las causas
mas habituales se encuentra la diabetes, atrapamientos, enfermedades inflamatorias y autoinmunes,
isquemia, procesos paraneoplasicos, deficiencias nutricionales, téxicos, infecciones y alteraciones

genéticas.

Las neuropatias genéticas o hereditarias se corresponden con un grupo heterogéneo de
enfermedades que normalmente comparten una serie de caracteristicas clinicas, asi como un inicio
insidioso y lento desarrollo. Actualmente se dividen entre aquellas en las que la neuropatia es la Unica
manifestacion de la enfermedad y aquellas en las que la neuropatia forma parte de una afectacién
multisistémica como, por ejemplo, la Ataxia de Friederich. En el primer grupo se incluyen la Enfermedad
de Charcot-Marie-Tooth (CMT), la Neuropatia Hereditaria con Hipersensibilidad a la Presion (HNPP, del
inglés Hereditary neuropathy with liability to pressure palsies), las Neuropatias Hereditarias Motoras
(HMN, del inglés Hereditary motor neuropathy) y las Neuropatias Hereditarias Sensitivas y Autondmicas,
normalmente llamadas Neuropatias Hereditarias Sensitivas (HSAN, del inglés Hereditary sensory and
autonomic neuropathy). Estas dos Ultimas realmente se corresponderian con los extremos del espectro

de esta patologia.

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth centra nuestra atencién en este estudio. Se corresponde
con la neuropatia hereditaria mas frecuente. Sin embargo, en nuestra area de salud careciamos de datos
completos con respecto a su distribucion clinico-genética y su prevalencia. Ademas, en algunos pacientes,

los estudios genéticos eran incompletos o negativos. Esto podia llegar a suponer un problema para el



clinicoy las familias, ya que no disponer de diagndstico definitivo obliga en muchos casos a repetir pruebas

complementarias innecesarias e impide realizar un adecuado consejo genético.

Por ello, el principal objetivo del estudio fue recoger todos los casos con sospecha de neuropatia
genética de nuestra drea de salud con el fin de llevar a cabo su correcta clasificacién, optimizar los estudios
genéticos realizados en cada uno de ellos e identificar aquellos con etiologia genética no filiada para su
estudio detallado con nuevas técnicas de diagndstico. Decidimos centrarnos en el grupo con patrén
desmielinizante y herencia autosdmico dominante, al ser el mas frecuente y en el que las posibilidades de

éxito diagndstico suelen ser mayores.

Este dmbito de estudio nos permitid aunar el interés tanto en la clinica como en la investigacién

basica y genética, dando lugar a un marco perfecto de colaboracién entre ambos campos.

2. PERSPECTIVA HISTORICA

Alo largo de la historia, la descripcidn de las enfermedades neuroldgicas, y en concreto de las que
afectan al sistema neuromuscular, ha ido cambiando y se han ido desarrollando una serie de conceptos

clinicos a medida que se iba profundizando en su conocimiento.

La denominacién de las que conocemos actualmente como neuropatias hereditarias ha ido

Ill

evolucionando desde el término “atrofia muscular progresiva” hasta la “atrofia muscular peroneal”, y se
han desarrollado concomitantemente otros conceptos como la neuropatia hipertréfica o sindrome de

Déjerine-Sottas, sindrome de Roussy-Lévy, sindrome de Davidenkow y neuropatia hipomielinizante

congénita.
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2.1 Historia de la descripcidn clinica

El término de atrofia muscular progresiva era el usado durante el siglo XIX para describir una serie
de enfermedades que se manifestaban con debilidad y atrofia progresiva sin afectacion sensitiva. La
primera descripcion de un caso de atrofia muscular progresiva que pudiera corresponderse con un caso
de neuropatia hereditaria sensitivo-motora fue realizada por Virchow en 1855 (Virchow, 1855). Se trataba
de un paciente con una debilidad y atrofia musculares progresivas de inicio en miembros inferiores que

progresé hasta miembros superiores hasta finalmente alcanzar la paralisis completa.

El sindrome de atrofia muscular peroneal, o lo que conocemos actualmente como enfermedad
de Charcot-Marie-Tooth, fue descrito por primera vez en 1886. En febrero de ese afio, en Paris, los
neurdlogos Jean Martin Charcot y Pierre Marie publicaron un articulo donde describian 5 casos de
pacientes de entre 7 y 25 afos de edad que presentaban lo que denominaron “Una forma particular del
sindrome de atrofia muscular progresiva” (Charcot & Marie, 1886). En estos pacientes, 3 hombres y 2
mujeres, el inicio de la enfermedad se habia producido entre los 3 y los 15 afios, 3 casos eran esporadicos
y 2 eran hermanos. La clinica se caracterizaba por una debilidad de inicio en miembros inferiores, sobre
todo a nivel de la extensién del dedo gordo del pie y de los peroneos laterales, con afectacidn progresiva
posterior de los musculos propios de las manos y pie caido bilateral con marcha en estepaje. Se asociaba
también a deformidades (pies cavos, dedos en martillo y manos en garra), retraccion del tenddn de
Aquiles, hiporreflexia y una escasa afectacion sensitiva. En el estudio anatomopatolégico encontraron una
desmielinizacién de los cordones posteriores y atrofia de la zona de Lissauer. A pesar de que los nervios
no presentaban hipertrofia, si observaron un aumento del tejido intersticial conectivo y una hipertrofia
de las laminas de la vaina en las zonas atréficas del nervio. Al encontrar afectacion en ambas estructuras
no pudieron concluir con seguridad si se encontraban ante una mielopatia o una neuritis multiple

periférica.



Unos 3 meses mas tarde, Howard Henry Tooth presentd en la Universidad de Cambridge su tesis
doctoral basada en 5 casos y titulada “El tipo peroneal de la atrofia muscular progresiva” (Tooth, 1886).
Los pacientes contaban entre 7 y 49 afos, con una edad de inicio de la enfermedad entre los 6 y los 35
anos. Tres casos eran esporadicos, uno de ellos tenia un hermano mayor con sintomas similares y el
restante compartia la afectacidn de las piernas con su madre. Destacd el inicio precoz en algunos
pacientes y su posible caracteristica hereditaria. En su trabajo definia como primera manifestacion la
atrofia muscular progresiva de inicio en miembros inferiores, mas frecuentemente a nivel de los musculos
peroneales, aunque también en el tibial anterior, extensor largo de los dedos y gemelos. Esta distribucién
topografica llevé a Tooth a atribuir los sintomas a una neuropatia y no a una mielopatia, como se sugeria

en el manuscrito en Charcot y Marie, siendo asi el primero en localizar correctamente la disfuncion.

La descripcién detallada de la enfermedad por parte de estos tres neurdlogos (Figura 1) fue la que

fundo las bases fisiopatoldgicas y genéticas de las neuropatias hereditarias y a ellos se debe su nombre.

Figural

Jean Martin Charcot, Pierre Marie y Howard Henry Tooth.

Unos afios después, Dejerine y Sottas (1893) publicaron el caso de dos hermanos con neuropatia
periférica, con una clinica precoz muy grave y engrosamiento de los nervios con formaciones de mielina

en “bulbo de cebolla”, denominandolo neuropatia hipertroéfica intersticial. Sin embargo, este concepto



INTRODUCCION

guedaria posteriormente descartado al demostrarse que los bulbos de cebolla provienen de las células de
Schwann y que son una consecuencia no especifica de una neuropatia desmielinizante, pudiendo aparecer

en una gran variedad de patologias tanto genéticas como adquiridas (Austin, 1956; Thomas et al., 1975).

El cuadro conocido durante afios como Sindrome de Roussy-Levy fue descrito por estos dos
neurdlogos en 1926 (Roussy & Levy, 1926). En su articulo describieron las caracteristicas clinicas de 7
miembros de una familia con una clinica similar, aunque en lugar de la atrofia muscular, destacaba
fundamentalmente el temblor estdtico. Posteriormente quedaria confirmado por Dick y Lambert que
estos pacientes no presentaban ninguna diferencia electrofisioldgica, patoldgica o genética con respecto
a la Neuropatia hereditaria sensitivo-motora tipo 1 (HMSN, del inglés Hereditary motor sensory

neuropathy) (Dyck & Lambert, 1968a), descartandose como una entidad aparte.

En los afios siguientes se publicaron otros articulos donde se describian pacientes con fenotipos
intermedios como, por ejemplo, el sindrome de Davidenkow, o formas graves como la neuropatia

hipomielinizante congénita.

De esta forma los autores cldsicos fueron describiendo magistralmente casos e intentando buscar
correlaciones entre ellos. La clasificacién nunca fue facil debido a la gran heterogeneidad clinica y las

particularidades de cada familia afecta.

2.2 La evolucion de la clasificacion

El primer intento de clasificar las atrofias musculares neurdgenas por sus caracteristicas clinicas y
genéticas lo llevé a cabo Dawidenkow en 1927 (Dawidenkow, 1927). Sin embargo, su clasificacién no se

extendid nunca a la clinica habitual.



A mediados del siglo XX, el empleo de las técnicas electrofisioldgicas para el estudio de las
velocidades de conduccidn nerviosa ayudd a desarrollar la clasificacidon de las neuropatias hereditarias tal
y como la conocemos actualmente. Los estudios de Lambert (1956) y posteriormente de Gilliat y Thomas
(1957) describieron una disminucién de la velocidad de conduccidn nerviosa en algunas familias afectas
de neuropatias hereditarias crénicas y no en otras, en las cuales las velocidades eran practicamente
normales. Posteriormente, Dyck y sus colaboradores (1963), corroboraron estos hallazgos y crearon una
clasificacidn de pacientes con enfermedad de CMT basandose en el modo de herencia, historia natural,

caracteristicas bioquimicas, velocidades de conduccion nerviosa y hallazgos histopatoldgicos.

De esta forma se describieron dos grandes grupos: la forma hipertréfica y la forma neuronal. El
primero de ellos incluia a los pacientes con velocidades de conduccidon disminuida y neuropatia
hipertréfica hereditaria (Dyck & Lambert, 1968a). El segundo grupo incluia a aquellos pacientes con
velocidades de conduccién normales o ligeramente disminuidas y sin evidencia de desmielinizacién o
hipertrofia del nervio en la biopsia (Dyck & Lambert, 1968b). En este segundo grupo se incluyeron casos
de atrofia espinal muscular progresiva, ataxia de Friederich y paraparesia espastica con atrofia peroneal,

gue actualmente no estan incluidos en la clasificacién de CMT.

En los afos posteriores, se establecié el concepto de Neuropatia hereditaria sensitivo motora
(HMSN) tipo | y tipo Il (Harding & Thomas, 1980b). En 1975, el propio Dick reclasificéd las neuropatias
hereditarias (Dyck & Thomas, 1975). El sindrome de Roussy-Levy ya habia sido considerado como una
variante clinica de HMSN tipo |, por lo que no se incluyé como grupo independiente. El resto de las formas

fueron clasificadas de la siguiente manera:

e HMSN tipo | (forma dominante hipertréfica con velocidades de conduccién disminuidas).
e HMSN tipo Il (forma neuronal con velocidades de conduccién normales o ligeramente

disminuidas).
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e HMSN tipo Il (forma hipertréfica de la infancia grave y precoz, recesiva o esporadica,
correspondiente con el sindrome de Déjerine-Sottas).

e HMSN tipo IV (Enfermedad de Refsum).

e HMNS tipo V (atrofia peroneal asociada a paraplejia espastica hereditaria).

e HMNS tipo VI (atrofia peroneal asociada a atrofia dptica).

e HMNS tipo VII (atrofia peroneal asociada a retinitis pigmentosa).

Este es uno de los primeros esquemas que mds se asemeja a la clasificacion actual.
Posteriormente se llevd a cabo una reorganizacidon por Harding (1988), en el que ya se incluyeron los
primeros descubrimientos en genética, los grupos del IV al VI se eliminaban y se afiadia una forma ligada
al Xy otro grupo de formas complejas. Actualmente la forma lll o sindrome de Dejerine-Sottas ha quedado
relegado a un concepto histdrico al relacionarse este perfil fenotipico con multiples mutaciones en
diferentes genes (Planté-Bordeneuve et al., 2001) tales como PMP22 (Roa et al., 1993), MPZ (Roa et al.,

1993) y EGR2 (Boerkoel et al., 2001).

En la clasificacién actual el término HMSN ha sido sustituido por CMT. Se reconocen cinco grandes

grupos:

e Tipo CMT1 (forma desmielinizante autosdémica dominante con velocidades de conduccidn
motora del nervio <38m/s).

e Tipo CMT4 (forma desmielinizante autosémica recesiva con velocidades de conduccion
motora del nervio <38m/s).

o Tipo CMT2 (formas axonales autosdmico dominante y recesiva con velocidades de conduccién
motora del nervio >38 m/s).

o Tipo CMTI (formas intermedias autosdmico dominante y recesiva con velocidades de

conduccién motora del nervio entre 25-45m/s).



e Tipo CMTX (forma ligada al X. Se incluye en algunas clasificaciones en el tipo CMTI al presentar

velocidades de conduccién en rango intermedio).

En la descripcidn de cada forma se asigna una letra a cada uno de los genes identificados. De esta
manera la duplicacién del gen PMP22 asociado al tipo desmielinizante autosémico dominante se
corresponde con la letra A, y por ello este tipo se denomina CMT1A. Veremos a continuacién cémo y

porqué se han ido asociando las diferentes letras a cada uno de los genes y subtipos.

2.3 Primeros avances en genética molecular

Heimler et al (1978) determinaron el primer paso hacia la comprensién clinico-molecular al
describir a una familia con diagndstico de CMT que segregaba con el Sindrome del carcinoma de células
basales nevoide correlacionado con el factor Rh sanguineo en el cromosoma 1. Posteriormente, los
trabajos de enlace genético realizados por Bird et al (1982) permitieron localizar el defecto genético en el
cromosoma 1q en el locus Duffy (Fy). Estudios posteriores demostraron que no todas las familias afectas
de CMT localizaban este mismo defecto genético, empezando a poner en evidencia la gran
heterogeneidad genética de esta enfermedad (Bird et al., 1983; Dyck et al., 1983; Guiloff et al., 1982). De
hecho, el grupo de pacientes con patrén desmielinizante mas numeroso no se correspondia con esta
mutacion, por lo que se decidié nombrar este subtipo como CMT1A y al grupo con la mutacidn definida
en ese momento, como CMT1B (Bird, 1999; Dyck et al., 1983). Unos afios mas tarde, se consiguio
identificar la mutacién de la forma CMT1A en el cromosoma 17p11.2 (Vance et al., 1989). Finalmente, en
1991, Raeymaekers et al (1991) y Lupski et al (1991) describieron casi simultaneamente que la mutacion
se basaba en una duplicacidn parcial de esta regién cromosdmica. A su vez, fue localizado en Japdén por
Hayasaka et al (1993) el gen de la proteina PO de la mielina humana (MPZ) en el cromosoma 1 cerca del

locus Fy. Tras confirmar diferentes mutaciones de este gen en varias familias, finalmente se asignd el gen
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MPZ a CMT1B (Hayasaka et al., 1993). De esta forma quedaron definidas ambas formas de CMT1 en ese
momento y se inicié la descripcion clinico-genética de la enfermedad tal y como lo conocemos

actualmente.

La asignacién del gen PMP22 a la duplicacidn se llevé a cabo gracias al modelo murino de CMT1A.
El ratdn con la mutacion Trembler (Tr) se caracteriza por desarrollar una neuropatia hipomielinizante de
herencia autosémico dominante (Falconer, 1951). El locus del gen Tr se localiza en el cromosoma 11, el
cual presenta una gran homologia con el cromosoma humano 17p incluyendo la regién duplicada de
CMT1A. Suter et al (1992), describieron que los ratones Tr tenian mutaciones en la proteina de la mielina
periférica 22 (PMP22), que se expresa en las células de Schwann y se localiza en el cromosoma 11 murino.
Esto sugeria que, en los humanos, este mismo gen que se localiza en el cromosoma 17p11.2-12 podria ser
responsable de CMT1A. Esta hipdtesis fue confirmada posteriormente por otros investigadores
(Matsunami et al., 1992; Patel et al., 1992), relacionando definitivamente el gen PMP22 con la forma
CMT1A y sugiriendo que la duplicacién de 1.4 millones de pares de bases (Mb) del cromosoma 17p11.2-

12 incluia este gen, cuya sobreexpresién podria ser la causa de la neuropatia desmielinizante.

Posteriormente se fueron describiendo otros genes relacionados con la forma CMT1. En el caso
de CMTIC se identificd su locus en el cromosoma 16p13.1-p12.3 asociado a mutaciones del gen
LITAF/SIMPLE (Street et al., 2002; Street et al., 2003). En CMT1D se han encontrado mutaciones puntuales
del gen EGR2 (Briani et al., 2010; Warner et al., 1998). En la forma CMT1E se comparte el mismo gen NEFL
con la forma CMT2E en la que realmente fue descrito inicialmente (Mersiyanova et al., 2000) y que en el

caso de CMT1 da lugar a una forma muy grave y precoz (Jordanova et al., 2003).

La forma CMT4 se corresponde con la forma desmielinizante con patrén de herencia autosdmico
recesivo. Recibio este nombre al ser descrita tras CMT1, CMT2 y la ya desparecida forma CMT3. Othmane

et al (1993) identificaron la mutacién de la forma CMT4A en el cromosoma 8g-g21.1. Unos afios mas tarde



se identificaria el gen GDAP1 en esta regidn (Baxter et al., 2002). Posteriormente se han ido descubriendo
otros genes relacionados con este patrén como el gen SH3TC2 (Senderek et al., 2003), que se clasificd

como subtipo CMT4C.

Figura 2

Esquema de la evolucidn historica de la descripcion e identificacion de genes en

CMT y neuropatias hereditarias relacionadas.
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NOTA: La figura muestra el nUmero de genes que se han descrito a partir de la
identificacion de la duplicacion de PMP22 en CMT1A. Cabe destacar el aumento
significativo de genes descritos a partir del afio 2009, cuando los estudios de
secuenciacidn genética empezaron a ser mas accesibles en investigacion y practica clinica
habitual. Extraido de “Genetics of Charcot-Marie-Tooth (CMT) Disease within the Frame

of the Human Genome Project Success” (Timmerman et al., 2014).

De esta forma, a medida que se han ido descubriendo genes, cada uno de ellos ha sido relacionado
con una letra que se afade al final del subtipo concreto. Actualmente hay descritos mas de 80 genes

relacionados con esta enfermedad (http://www.molgen.ua.ac.be/CMTmutations/Mutations). Ademas,

un mismo fenotipo puede estar causado por diferentes mutaciones en un mismo gen y locus cromosémico

(heterogeneidad alélica) o por mutaciones en otros genes en diferentes locus del cromosoma


http://www.molgen.ua.ac.be/CMTmutations/Mutations
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(heterogeneidad de locus). Por lo que diferentes mutaciones de un mismo gen pueden estar denominadas
por diferentes letras en funcidn de si se asocia con un patrén desmielinizante o axonal. Esta gran
heterogeneidad y el descubrimiento de nuevas interacciones entre los diferentes genes dan lugar a una
necesidad de actualizacidon constante y puede llegar a complicar mucho este tipo de clasificaciéon. Por ello,
recientemente se han propuesto nuevas formas en las que se proponen prefijos indicadores del patrén
de herencia (AD, AR), la sustitucién del nimero como indicador del fenotipo por sufijos como “de- “ para
desmielinizante y “ax-“ para axonal, y de las letras por el gen identificado con el fin dar lugar a una mayor

precision descriptiva (Mathis et al., 2015).

3. MANIFESTACIONES CLINICAS

3.1 Caracteristicas clinicas generales

La enfermedad de Charcot Marie Tooth presenta una serie de caracteristicas clinicas comunes en
todos los pacientes (Shy et al., 2005). La sintomatologia principal es una polineuropatia motora y sensitiva
longitud dependiente crdnica y progresiva. En la mayoria de los casos el inicio se produce en la infancia o
adolescencia, aunque existen formas tardias de inicio en la edad adulta. El fenotipo clasico incluye un
déficit sensitivo y motor distal con marcha en estepaje, amiotrofias distales dando lugar al signo de
“piernas en botella invertida” o “manos en garra” y malformaciones dseas como pies cavos, dedos en
martillo y escoliosis (Figura 3). Los reflejos estan disminuidos y la afectaciéon de la sensibilidad
propioceptiva da lugar a una ataxia sensitiva. Algunos pacientes presentan dolor musculoesquelético y
neuropatico, siendo las parestesias poco frecuentes. Normalmente la afectacién de miembros superiores

es posterior en la evolucién de la enfermedad.

En la consulta los pacientes suelen referir dificultades para caminar, esguinces de repeticion, pies

caidos, torpeza motora y dificultades para la manipulacién fina. Otros sintomas frecuentes son temblor,



calambres, frialdad cutanea, acrocianosis y callosidades en los pies (Pareyson & Marchesi, 2009). Cada
uno de los subtipos presenta una serie de caracteristicas clinicas especiales que describiremos a

continuacion.

Figura 3

Imdgenes de pacientes con diagndstico de enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

NOTA: A. Amiotrofia distal en miembros inferiores con “piernas en botella
invertida”. B. Deformidades distales con pies cavos. C. Amiotrofia marcada de musculos
interdseos de las manos con “manos en garra”. Extraido de “Diagnosis, natural history,

and management of Charcot—Marie—Tooth disease” (Pareyson & Marchesi, 2009).

3.2 Patron de herencia

Una de las caracteristicas que va a determinar si la enfermedad es genética o no es el tiempo de
evolucién y la presencia de familiares afectos. Esta enfermedad puede trasmitirse siguiendo varios

patrones de herencia:
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e Autosdmica dominante (AD), cuando existen dos o mas individuos afectados en varias
generaciones y/o transmisién varon-varon.

e Autosdmica recesiva (AR), cuando no existen individuos afectados en alguna generacion. Por
ejemplo, dos hermanos afectados, pero con padres sanos o consanguineos.

e Ligado al X, cuando la trasmisiéon de la enfermedad se realiza de madres a hijos varones
exclusivamente.

e (Casos esporddicos, cuando no existen antecedentes familiares conocidos.

En las familias grandes y con muchos individuos afectados es relativamente sencillo determinar
el patrén de herencia. Pero en caso contrario, individuos adoptados o en los casos esporadicos puede
llegar a ser un reto. En estas situaciones se suele tener en cuenta el contexto social y la regién geografica

en la que nos encontremos (Rossor et al., 2015).

3.3 Estudios neurofisioldgicos y anatomopatolégicos

Como hemos descrito previamente, la clasificacion actual se lleva a cabo siguiendo estos patrones
de herencia y las velocidades de conduccion nerviosa. Por ello, los estudios neurofisiolégicos son los
primeros que se han de realizar ante la sospecha de una polineuropatia genética. Cuando la velocidad de
conduccion motora del nervio (NCV, nerve conduction velocity) mediano o cubital es <38m/s se clasifica
como desmielinizante y cuando es >38m/s se clasifica como axonal (Pareyson et al., 2006; Reilly, 2007;
Shy et al., 2005). No obstante, existe una tercera forma intermedia en la que las velocidades de
conduccion se encuentran entre 25-45m/s (Davis et al., 1978; Reilly et al., 2011), que describiremos en
detalle mas adelante. Este ultimo patrén debe hacernos pensar, en caso de individuo vardn, en un patrén
de herencia ligado al X. Los estudios neurofisiolégicos también nos van a permitir definir el grado de

afectacion motora o sensitiva.



En esta enfermedad la biopsia ha dejado de tener un papel fundamental. No obstante, los
hallazgos anatomopatoldgicos presentan una buena correlacidn con las caracteristicas neurofisioldgicas y

pueden ser de interés en algunos casos con diagndstico dudoso.

3.4 Aproximacion diagndstica

Basandonos en estos datos clinicos y neurofisioldgicos se constituye la clasificaciéon actual de CMT.
Una vez ha quedado definido clinicamente el paciente, el siguiente paso es el diagndstico genético. En
cada una de las formas hay una serie de genes que son mads frecuentes y serdn los primeros en ser
estudiados. El siguiente algoritmo (Figura 4) desarrollado por el grupo de enfermedades neuromusculares
de la Sociedad Espaiola de Neurologia e investigadores del grupo CINBERNED (Berciano et al., 2012)

redne los genes mas habituales en cada subgrupo.

Figura 4
Algoritmo diagndstico para los pacientes con diagndstico de CMT.

CMT: clinical-neurophyslological evaluation

Demyelinating Intermediate
[ae]
pMP22 [Romani ethnic

Others

uplical
m
GJB1

MFNz | [ MFNZ
&-d a-4 MPZ MPZ
DNM2 | | DNM2
TRPV4 | | TRPV4
GDAP1 | | GDAP1
GJB1 GDAP1 GARS | | GARS
MPZ MPZ PRX NEFL NEFL
PMP22 PMP22 FIGE HSP27 | | HSP27
EGR2 EGR2 MTMAZ HsP2z2 | | HSP22
LITAF/ LITAF/ FGD4 K118p | | K188 DNM2
SIMPLE | | SIMPLE || NDRG1 MPZ Rab7 Rab7 GDAPT YARS
CMT1A NEFL NEFL SH3TC2 Pupzz YARS YARS LMNA MPZ
HNPP | | GDAP? GDAP1 HK1 EGR2 AARS AARS NEFL GJBT

NOTA: AD: autosdmico dominante, AR: autosémico recesivo, & = & transmisidn
varén-varon, & 2| & no evidencia de transmision varén-varén. Extraido de “Guidelines

for molecular diagnosis of Charcot-Marie-Tooth disease” (Berciano et al., 2012).
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3.5 Caracteristicas clinicas y correlacion genética de los diferentes subtipos

A pesar de que los pacientes presentan una relativa similitud entre ellos, existe una gran
variabilidad fenotipica. Describimos a continuaciéon las caracteristicas clinicas y genéticas mas

representativas de los diferentes tipos de CMT.

3.5.1 Charcot-Marie-Tooth tipo 1 o desmielinizante

e CMT 1 Autosdmico dominante

La forma desmielinizante autosdmica dominante o CMT1 es la mas frecuente y secorresponde
con el 55-60% de los casos de CMT (Murphy et al., 2012; Saporta et al., 2011). Actualmente hay descritas

5 formas de CMT1 de la A a la F, una forma plus y otra paucisintomatica (Tazir et al., 2014).

La forma CMT1A es la mas frecuente y se debe a una duplicacién de aproximadamente 1.5Mp en
el cromosoma 17q11.1p-p12 en el cual se encuentra el gen PMP22 (Lupski et al., 1991; Raeymaekers et

al., 1991).

La gran mayoria de los pacientes presenta el fenotipo clasico de CMT (Thomas et al., 1997). Se
caracteriza por un inicio de la sintomatologia entre la primera o segunda década de vida. La debilidad y
amiotrofia de los musculos intrinsecos de pies y manos, y de los musculos peroneales y tibiales da lugar a
torpeza y por lo tanto a caidas frecuentes, y en algunos casos determina un retraso en la adquisicién de
la marcha. Los reflejos osteotendinosos se encuentran disminuidos, abolidos en el caso de los aquileos de
forma caracteristica. En la exploraciéon observaremos malformaciones esqueléticas como pies cavos,
dedos en martillo, cifosis o escoliosis y, en un 25% de los pacientes, una hipertrofia de los nervios
periféricos. La pérdida de sensibilidad es longitud dependiente y puede afectar a todas las modalidades.

Muchos pacientes refieren dolor neuropatico debido a una disminucién en la densidad y afectacidn de las



fibras finas mielinicas (Ad) intraepidérmicas (Laura et al., 2014; Nolano et al., 2015). En ocasiones es dificil
de diferenciar del dolor musculoesquelético producido por las alteraciones de la biomecdnica. En algunos
pacientes se ha descrito temblor, problemas auditivos, sindrome de apnea obstructiva del suefio (SAQS)
o un Sindrome de piernas inquietas (SPI) asociado a CMT1 (Auer-Grumbach et al., 1998; Boentert et al.,
2014; Colomban et al., 2014). El grado de afectacién es leve a moderado y la progresién de la enfermedad

es lenta (Berciano et al., 2010), por lo que la esperanza de vida no se ve afectada.

En todos los pacientes los estudios neurofisiolégicos demuestran una disminucion homogénea de
las velocidades de conduccidn nerviosa motoras (MNCV) inferiores a 38m/s (Birouk et al., 1997). Estas se
empiezan a afectar durante los primeros 5 afios de vida y posteriormente suelen variar poco (Yiu et al.,
2008). En algunos estudios se ha demostrado que realmente lo que se relaciona con el lento deterioro
clinico que presentan estos pacientes a lo largo de su vida es el descenso progresivo de la amplitud de los
potenciales de accion motora (CMAP, compound muscle action potential), indicador del dafio axonal que

se produce a la larga en las formas desmielinizantes (Krajewski et al., 2000)(Shy et al., 2008a).

Figura 5

Anatomia patoldgica del nervio sural en paciente con CMTI1A.

NOTA: A. Seccion transversal semifina del nervio sural con tincién azul de
Toulidina: se observan multiples “bulbos de cebolla”. B. Microscopia electronica: se
observan dos pequefios axones mielinizados rodeados de proliferaciones de células de
Schwann en forma de “bulbos de cebolla”. (Extraido de “Neurology in clinical practice. 6th

Edition” (Katirji & Koontz, 2012).
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En estos pacientes, los estudios hematoldgicos y bioquimicos son normales, asi como el liquido
cefalorraquideo. Esto nos permite diferenciar estas entidades de otras que nos pueden llevar a confusién
como algunas neuropatias adquiridas, la Polirradiculoneuropatia desmielinizante crénica (CIDP) o las
miopatias distales. Aunque en algunos casos de deterioro rdpidamente significativo se ha descrito la
coexistencia de una neuropatia hereditaria con una inflamatoria (Ginsberg et al., 2004). A nivel
anatomopatoldgico (Figura 5) se observa en las biopsias de nervio sural una neuropatia hipertréfica con
una disminucién significativa de los axones mielinizados, dreas de desmielinizacién y remielinizacion,
aumento del drea endoneural y formacidn de “bulbos de cebolla” compuestos por tejido conectivo, varias

capas de lamina basal y células de Schwann.

La forma CMT1A engloba también los pacientes que presentan mutaciones puntuales en el gen
PMP22. Estas mutaciones son menos frecuentes (entre el 1-5% de los casos). Dan lugar a un espectro
fenotipico que va desde las formas CMT1A graves de inicio precoz (anteriormente englobadas en el
Sindrome de Déjerine-Sottas) hasta formas leves de Neuropatia por hipersensibilidad a la presion (Russo

et al., 2011; Koutsis et al., 2012).

CMT1B es la segunda forma mas frecuente de CMT1, que se corresponde con aproximadamente
el 5% de los casos de CMT (Saporta et al., 2011). Esta causada por mutaciones en el gen que codifica la
proteina cero de la mielina (PO; MPZ) localizado en el cromosoma 1qg22-23 (Hayasaka et al., 1993). Ademas
del fenotipo cldsico, estos pacientes presentan una serie de caracteristicas especificas como pupilas de

Argyll-Robertson, hipoacusia y temblor (Duan et al., 2016; Murphy et al., 2011).

Clinicamente, CMT1B muestra una expresién heterogénea con tres fenotipos mayores en funcion
de la clinica y las caracteristicas neurofisiolégicas. Una primera forma infantil, de inicio habitualmente
antes de los 5 afios, con retraso en la adquisicién de las habilidades motoras y una neuropatia

desmielinizante grave con MNCV <15m/s. Una segunda forma juvenil, de inicio en entre los 6-20 afios,



clinicamente superponible a CMT1A y con velocidades de conduccién en rangos desmielinizantes-
intermedios de 15-30m/s. Estos dos grupos normalmente presentan una afectacion clinica mayor y son
clasificados como CMT1B. Se corresponden con un cuarto de los casos cada uno de ellos. El tercer grupo,
correspondiente a la forma adulta, incluye a los pacientes con un inicio de la clinica por encima de los 20
anos, normalmente alrededor de la cuarta década, con un fenotipo menos grave y velocidades de
conduccién alrededor de los 44m/s, por lo que en muchas ocasiones son clasificados como CMT2I. Este
ultimo grupo engloba a la mitad de los casos y es en el que mayor nimero de nuevas mutaciones se estan
describiendo actualmente. Cada uno de estos fenotipos suele estar asociado a unas mutaciones en
concreto, aunque se desconoce con exactitud los mecanismos fisiopatoldgicos inherentes a cada una de
ellas (Callegari et al., 2019; Sanmaneechai et al., 2015; Shy et al., 2004; Shy, 2006). El gen MPZ se expresa
Unicamente en las células de Schwann. Una probable hipdtesis es que las mutaciones asociadas a los
fenotipos infantil y juvenil den lugar a una alteracién en los procesos de mielinizacidn, mientras que las
asociadas a las formas adultas conduzcan a una disfuncién en las interacciones entre las células de
Schwann y el axén o alteraciones estructurales de los nodos y paranodos (Eggers et al., 2004; Li et al.,

2006; Miller et al., 2012; Shy, 2006).

El resto de las formas desmielinizantes son menos frecuentes y estan relacionadas con los genes

LITAF (CMT1C), EGR2 (CMT1D), NEFL (CMT1F), FBLN5 (CMT1 plus) y ARHGEF10.

e CMT1 Autosomico recesivo o CMT4

Estas formas son menos habituales y se caracterizan por un curso clinico de inicio temprano y
agresivo. Elementos epidemioldgicos, geograficos, clinicos y patoldgicos nos sirven de guia a la hora de
elegir los genes candidatos. Se han descrito mutaciones en multiples genes, cada uno con una serie de

caracteristicas clinicas particulares.
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La primera forma descrita fue CMT4A, relacionada con el gen de la proteina GDAP1 en el
cromosoma 8q21. Clinicamente presenta las caracteristicas tipicas con un inicio precoz y una progresién
rapida, con debilidad progresiva y malformaciones esqueléticas llegando a la incapacidad incluso en la
adolescencia, disminucién de las MNCV e hipomielinizacién significativa en la biopsia de nervio (Othmane
et al., 1993). Posteriormente se han descrito otras mutaciones en este gen asociadas a formas recesivas
intermedias (RI-CMTA) (Nelis et al., 2002; Senderek et al., 2003) y axonales (AR-CMT2K) (Birouk et al.,
2003; Cuesta et al., 2002), y a formas dominantes axonales (CMT2K) (Chung et al., 2008; Claramunt et al.,

2005), lo cual dificulta en algunos casos su correcta clasificacién.

La forma CMTA4C podria considerarse como la mds frecuente, no solo del tipo CMT desmielinizante
recesivo, si no de todas las formas recesivas (DiVincenzo et al., 2014; Murphy et al., 2012). Se relaciona
con mutaciones en el gen SH3TC2. Se han descrito mutaciones en este gen en multiples regiones
geograficas y asociadas a diferentes etnias (Gosselin et al., 2008; Lassuthova et al., 2011). En la cuenca
Mediterrdnea, concretamente en Espafia, suele relacionarse con familias de etnia gitana (Claramunt et
al., 2007; Sevilla et al., 2013). Clinicamente se manifiesta de forma precoz y asocia escoliosis y alteraciones
de los pares craneales tales como hipoacusia y disfuncion de los oculomotores (Azzedine et al., 2006;

Piscosquito et al., 2016).

Ademads de estas dos formas, se han descrito mutaciones en los genes MTMR2 (CMT4B, CMT4B1),
SBF2 (CMT4B2), SBF1 (CMT4B3), NDRG1 (CMT4D), EGR2 y MPZ (CMT4E), PRX (CMT4F), cromosoma 10¢23

(CMT4G), FGD4 (CMT4H), FIG4 (CMT4J) y SURF1 (CMT4K) asociadas a este fenotipo.

3.5.2 Neuropatia hereditaria con hipersensibilidad a la presion

La neuropatia hereditaria con hipersensibilidad a la presién (HNPP) o neuropatia tomacular, esta

relacionada con la delecién de la misma regidn de 1.5Mb del gen PMP22 que se encuentra duplicado en



CMT1A (Chance et al., 1993). Se han descrito también algunas mutaciones puntuales en PMP22 que darian
lugar a esta enfermedad (Karadima et al., 2015; Nicholson et al., 1994). Se caracteriza por un patron de
herencia autosdmico dominante, aunque puede darse de novo en un 20% de los casos (Infante et al.,
2001; Rudnik-Schéneborn et al., 2016). Presenta un inicio en torno a la segunda o tercera década de vida.
Se distingue por episodios transitorios y recurrentes de sintomas motores y sensitivos no dolorosos en el
territorio de un nervio o plexo aislado. Habitualmente se desencadenan tras una minima presién del
nervio afectado y los sintomas suelen durar dias o incluso meses (Chance, 2006). En la mayoria de los
pacientes (60-70%) se manifiestan solo como episodios de neuropatia Unica aguda y focal, aunque en
algunos se describe también abolicion de los reflejos y pies cavos. En un 10-15% de los casos puede quedar
un leve déficit motor crénico, parestesias y calambres (Mouton et al., 1999; Pareyson et al., 1996),

presentando unas caracteristicas similares a un fenotipo CMT.

Normalmente el estudio neurofisiolégico ofrece muchas pistas ya que podremos observar una
neuropatia generalizada con retraso de las latencias motoras, disminucién leve-moderada de los
potenciales sensitivos y de las velocidades de conduccién motora y sensitiva asociada a bloqueos de la

conduccién en puntos de compresidn (Andersson et al., 2000).

Dado que esta enfermedad no presenta el fenotipo clasico de CMT y lleva asociado un
electromiograma caracteristico en la mayoria de los pacientes, normalmente no se incluye como subtipo

de CMT en los estudios o ensayos clinicos.

3.5.3 Charcot-Marie-Tooth tipo 2 o axonal

Los casos de neuropatia axonal o CMT2 se corresponden con el 12-37% de todos los pacientes
con CMT (Murphy et al., 2012; Saporta et al., 2011; Sivera et al., 2013). Clinicamente son superponibles a

los CMT1, aunque presentan una serie de caracteristicas que permiten diferenciarlos. La edad de inicio
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suele ser posterior y las malformaciones esqueléticas no son tan graves. Algunos estudios han descrito
una mayor debilidad proximal y en manos, asi como temblor (Bienfait et al., 2007). Pueden llevar
asociados sintomas atipicos como piramidalismo o atrofia del nervio dptico (Harding & Thomas, 1984;
Vucic et al., 2003). Los estudios neurofisiolégicos demuestran MNCV > 38m/s con disminucién de la
amplitud de los potenciales de accion motora (CMAP) y sensitiva (SNAP). En los estudios de anatomia
patolégica se observa una degeneracidon axonal con grupos de regeneracidén, pero sin signos de

desmielinizacion.

A pesar de la gran heterogeneidad genética, los pacientes presentan homogeneidad fenotipica

dentro del mismo grupo, aunque con grados de afectacidn variable (Bienfait et al., 2007).

El subtipo CMT2A2 es la forma mds frecuente de CMT2 y se corresponde con aproximadamente
el 10-30% de los casos (Feely et al, 2011; Verhoeven et al., 2006). Se relaciona con una mutacion de la
proteina mitocondrial mitofusina 2 (MFN2) ligada al cromosoma 1p35 (Saito et al, 1997). Presenta varios
patrones de transmisidn hereditaria. Suele ser una forma muy agresiva que limita a los pacientes a una
silla de rueda ya en la segunda década de vida. En algunos casos se asocia con atrofia del nervio dptico,
pardlisis de las cuerdas vocales e hipoacusia, asi como afectacién del sistema nervioso central con atrofia

de la médula espinal e hidrocefalia (Bombelli et al., 2014).

El resto de las formas CMT2 son mucho menos frecuentes y se asocian con los genes KIF1B y MNF2
(CMT2A), RAB7 (CMT2B), TRPV4 (CMT2C), GARS (CMT2D), NEFL (CMT2E), HSPB1 (CMT2F), MPZ (CMT2l),

GADP1 (CMT2K), HSPB8 (CMT2L) Y AARS (CMT2N).



3.5.4 Charcot-Marie-Tooth de tipo intermedio

El tipo intermedio de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth es un sindrome complejo, dadas las
diferentes formas de patrén de herencia al cual se asocia y las controversias acerca de sus caracteristicas
neurofisioldgicas. Abarca el 3-15.6% de todos los casos de CMT, en funcién de las series (Braathen et al.,

2010)(Murphy et al., 2012).

Este fenotipo fue descrito inicialmente por Davis et al en 1978 como un grupo con MNCV del
nervio mediano entre 25-45m/s, CMAP conservado, ausencia de hipertrofia del nervio en la biopsia y un
fenotipo de caracteristicas similar al cldsico, pero con una progresion clinica mas rapida (Davis et al.,
1978). De esta forma se clasificaban pacientes que no presentaban caracteristicas claras correspondientes
a los dos grandes grupos. Sin embargo, en la practica clinica diaria, este amplio rango de velocidades de
conduccién puede llevar a confusién a la hora de clasificar los pacientes. Ademas, hemos de tener en
cuenta que en las polineuropatias axonales puede producirse, junto con un descenso importante de la
amplitud del potencial de accién, una disminucién de las MNCV en rango intermedio e incluso
desmielinizante. Esto se produce como consecuencia de una desmielinizacién secundaria, la pérdida de
las fibras largas de conduccion nerviosa y los procesos de regeneraciéon axonal (Mahmoud Ali Hewedi et
al., 2019; Nicholson & Myers, 2006). De esta forma, se pueden interpretar como rango intermedio
pacientes que realmente tienen patologia axonal. Teniendo en cuenta estos factores, publicaciones
recientes han propuesto el registro de la CMAP y las MNCV tanto distales como proximales del nervio
mediano, con el fin de llevar a cabo un estudio mas preciso de las velocidades reales de conduccién
motora y una clasificacién correcta de los pacientes (Berciano et al., 2017). Aquellos pacientes con
velocidades intermedias, pero CMAP normales o por encima del 50% del limite normal tanto a nivel distal
como en su registro proximal (incluyendo la axila), se clasificarian como CMT intermedio y aquellos con

CMAP disminuido como CMT axonal.
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CMTI se asocia con el patron de herencia ligado al X (CMT ligado al X, mayoritariamente causado
por mutaciones en el gen GJB1), asi como con mutaciones en genes con herencia tanto autosdmica
dominante (DI-CMT: genes DNM2, YARS, MPZ, INF2, GNB4, NEFL, MNF2, AARS y DCTN2) como recesiva
(RI-CMT: genes GDAP1, KARS, PLEKHG5 y COX6A1). Cada uno de los genes presenta una serie de
caracteristicas clinicas que nos puede orientar hacia su diagndstico (Berciano et al., 2017; Liu & Zhang,

2014).

e CMT ligado al X o CMTX

El grupo CMTX se corresponde con aproximadamente el 7-10% de todos los CMT (Fridman et al.,
2015). Se clasifica en 5 tipos, siendo CMTX1 el fenotipo mas frecuente, con practicamente el 90% de los
casos. Se debe a mutaciones en el gen GJB1 (conexina 32), de las cuales se han descrito mas de 300
diferentes. Las mutaciones en el gen GJB1 suelen ser la segunda causa mas frecuente de CMT de todos
los pacientes CMT con diagndstico molecular definido (Gess et al., 2013; Lorefice et al., 2017; Saporta et

al., 2011; Sivera et al., 2013).

CMTX1 se considera una enfermedad autosémico dominante ligada al X, ya que las mujeres
portadoras presentan sintomas clinicos y electrofisiolégicos. Normalmente los varones se afectan de
forma mads precoz y grave que las mujeres y presentan unas velocidades de conduccidon en rangos
intermedios con alargamiento de las latencias distales y de las ondas F (Birouk et al., 1998; Panosyan et
al., 2017). Por el contrario, en las mujeres, el estudio neurofisioldgico puede demostrar un patrén de tipo
axonal con velocidades normales. Estas diferencias entre sexos se deben probablemente a un patrdon de
inactivacion del cromosoma X en las células de Schwann de las mujeres (Siskind et al., 2011) mas que a
mutaciones especificas, ya que no se ha encontrado ninguna que dé lugar a un fenotipo mas grave en
funcidén del sexo (Panosyan et al., 2017). Por ello, en los pacientes varones con velocidades intermedias y

con patrdn de transmision ligado al X, este suele ser el primer gen que se suele estudiar.



Clinicamente presentan las mismas caracteristicas que el resto de CMT, pero ademas pueden
tener sintomas a nivel del sistema nervioso central, como lesiones de sustancia blanca transitorias,
sintomas del SNC recurrentes, retraso del desarrollo, pérdida auditiva neurosensorial o temblor asociadas

a algunas mutaciones en concreto (Wang & Yin, 2016).

En la Tabla 1 presentamos una clasificacién basada en la propuesta por el grupo CINBERNED de la
Sociedad Espafiola de Neurologia en 2012 y que pretende resumir los diferentes tipos y subtipos de CMT
(Berciano et al., 2012). Ha sido actualizada con los genes descritos hasta la fecha (Berciano et al., 2017;

Rossor et al., 2015; Tazir et al., 2014).

Tabla 1

Clasificacion de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

TIPO (Nimero OMIM) GEN FENOTIPO ESPECIFICO
CMT1 Autosomico Dominante

CMT1 clasico
CMT1, SDS, NCH (raramente recesivo),
Intermedio, CMT2.

CMT1A (118220) 17p dup. (PMP22)
PMP22 point mutation

CMT1B (118200) MPZ (PO) CMT1, SDS, NCH, CMT2, (raramente recesivo).
CMT1C (601098) LITAF CMT1 clasico
CMT1D (607678) EGR2 CMT1, SDS, NCH clasicos.

Normalmente CMT2, pero se ha descrito una
CMT1F (607734) NEFL forma grave con MNCV disminuidas en rango

CMT1, (raramente recesivo).

Degeneracion macular, cutis laxo, HMN, NCV
disminuidas.

Disminucion de velocidades de conduccion
asintomaticas.

CMT1 plus (614434) FBLNS

SNCV/CMT1 (608236) ARHGEF10

Neuropatia Hereditaria con Hipersensibilidad a la Presion

17p del. (PMP22) HNPP tipica.
PMP22 point mutation ~ HNPP tipica.

HNPP (162500)

CMT1 Autosémica Recesiva o CMT4

CMT?2, inicio precoz y grave. Asocia paralisis

CMT4A (214400) GDAP1 . "
diafragmadtica y de cuerda vocal.

CMT4B1 (601382) MTMR2 CMTl grave. Asocia p.arz?ilisis facial, bulbar.
Pliegues focales de mielina.

CMT4B2 (604563) SBF2 (MTMR13) CMT1 grave, glaucoma. Pliegues focales de

mielina.
CMT4B3 (615284) SBF1 (MTMR5) CMT1 grave. Pliegues focales de mielina.
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CMT1 grave, escoliosis, sordera. Inclusiones

CMTA4C (601596) SH3TC2 . .
citoplasmas. (Grupo étnico gitano).
CMT4D o HMSNL (601455) NDRG1 (;MTl gr.ave, sordera, atrofia lingual. (Grupo
étnico gitano).
CMTA4E (605253) EGR2 Fenotipo CMT1, SDS, NCH.
CMTAF (614895) PRX CMT1, predqm!nantemente sensitivo. Pliegues
focales de mielina.
CMT1 de inicio precoz y grave. Forma clasica
CMT4G o HMSN Russe (605285) HK1 CMT1, SDS, CMT2 e intermedio. (Grupo étnico

gitano).

CMT4H (609311)

FGDA4 (Frabin)

CMT1 clasico, grave.

CMT1 clasico, predominantemente motor,

CMT4J (611228) FIG4 :
progresivo.

CCFDN (604168) CTDP1 (;Mjl'l cc?n rasgos dismorficos, cataratas. (Grupo
étnico gitano).

CMT4 SURE-1 CMTl grave. Asocia encefalopatla, ataxia, Sd de
Leigh. Menor esperanza de vida.

CMT2 Autosémico Dominante

CMT2A1 (118210) KIF1Bb CMT 2 clasico. Sin adelgazamiento del nervio.

MT2 - fia ODfi f — I

CMT2A2 (609260) MEN2 C progresivo, atrg ia Optica, afectacién de

SNC (raramente recesivo).
MT2 - - —

CMT2B o HSAN1B (600882) RAB7 C c.on Predomlnantfla sensitiva o
(complicaciones como ulceras por mutilacién).
CMT2, con predominancia motora, AME distal,

CMT2C (606071) TRPV4 atrofia escapuloperonal, paralisis de cuerdas
vocales.

CMT2D (601472) GARS CMT2 con afectacion predominante de las
manos.
CMT?2 clasico, aunque puede tener NCV en rango

CMT2E (607684) NEFL CMT1 (raramente recesiva). Hiperqueratosis,

hipoacusia.

CMT2F (606595)

HSPB1 (HSP27)

CMT2, con predominancia motora.

CMT2G 12g-q13.2 CMT2 clasico.

CMT2I (607677) MPZ CMT2 inicio tardio.

CMT2J (607736) MPZ CMT2 con hipoacusia y anormalidades pupilares.
CMT2 inicio tardio (dominante), CMT2 grave

CMT2K (607831) GDAP1 (recesivo).
Similar a CMT4A y AR-CMT2K.

CMT2L (608673) HSPBS8 (HSP22) CMT2, con predominancia motora.

CMTDIB 0 CMT2M (606482) DNM2 CMT interniedia o (.JMTZ clasica. Cataratas,
oftalmoplejia, ptosis, temblor.

CMT2N (613287) AARS CMT2 clasica.

CMT20 (614228) DYNC1H1 CMT?2 precoz, dificultades de aprendizaje.

CMT2P (614436) LRSAM1 CMT% con predomihancia sensitiva leve
(dominante y recesiva).

CMT2Q (615025) DHTKD1 CMT2

HMSNP (604484) TFG CMT2 con afectacion proximal.

CMT2 MARS CMT?2, inicio tardio, con predominancia motora.

CMT2 HARS CMT?2, inicio tardio, con predominancia sensitiva.

CMT2 VCP CMT2




SPG10 (604187) KIF5A CMT, Paraparesia espastica hereditaria.

CMT2 MT-ATP6 CMT2, signos piramidales, curso recurrente.

CMT2 Autosémico recesivo.

CMT2B1 (605588) LMNA CMT2 rapida y grave progresion.

CMT2B2 (605589) MED25 CMT2 clasico.

CMT2C o CMT2B5 NEFL CMT2 grave.
Forma grave. Neuromiotonia y neuropatia

NMAN (137200) HINT1 axonal, con predominancia motora. Afectacion
del SNC.

CMT2R (615490) TRIM?2 CMT?2 inicio precoz en la infancia.

AR-CMT2 IGHMBP2 CMT2

AR-CMT2 HSJ1 CMT2

CMT ligado al X

CMTX1 (302800) GJB1 Hombres CMT1 (NCV parcheadas); mujeres
CMT2.

CMTX4 o Cowchock’o syndrome AIEM1 CMT2, inicio en la infancia, retraso del desarrollo,

(310490) sordera, dificultades de aprendizaje.

CMTX5 (311070) PRPS1 CMT2, sordera, atrofia dptica.

CMTX6 (300905) PDK3 CMT2

CMT Intermedia Dominante

DI-CMTA (606483) 10g24.1-25.1 CMT1 clasico.

DI- CMTB or CMT2M (606482) DNM2 CMT intermedio o CMT2, cataratas,
oftalmoplejia, ptosis, neutropenia.

DI- CMTC (608323) YARS CMT intermedio.

DI-CMTD (607791) MPZ CMT intermedio. Afectacion pupilar e hipoacusia.

DI-CMTE (614455) IEN2 CMT interrpedio, gl.ome.ruloesclerosis focal
segmentaria, proteinuria, fallo renal, sordera

DI-CMTF (615185) GNB4 CMT intermedio.

DI-CMT/NEFL (NA) NEFL CMT intermedio.

DI-CMT/MNF2 (NA) MNF2 CMT intermedio.

DI-CMT/AARS (NA) AARS CMT intermedio.

DI-CMT/MDI (NA) 19913.32 CMT intermedio.

DI-CMT/DCTN2 (NA) DCTN2 CMT intermedio.

CMT Intermedia Recesiva

RI- CMTA (608340) GDAP1 CMT intermedio.

RI-CMTB (613641) KARS CMT intermedio, qificultades de aprendizaje,
schwannoma vestibular.

RI-CMTC (615376) PLEKHG5 CMT intermedio, AME.

RI-CMTD (616039) COX6A1 CMT intermedio, inicio en la primera década.

NOTA: AME: Atrofia muscular espinal; CMT: Charcot-Marie-Tooth; HMN:

Neuropatia hereditaria motora; HNPP: Neuropatia hereditaria por hipersensibilidad a la

presion; NCH: Neuropatia congénita hipomielinizante; NA: nimero OMIM no asignado;

SDS: Sindrome de Déjerine-Sottas; MNCV: Motor nerve conduction velocity (Velocidad de

conduccién del nervio motor); NCV: Nerve conduction velocity (Velocidad de conduccién

del nervio).
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4. EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad de CMT es la neuropatia hereditaria mas frecuente. Afecta a 1 de cada 2500
personas (Skre, 1974), con una prevalencia en Espafia de 28.2 casos por cada 100000 habitantes
(Combarros et al., 1987). En series internacionales, la prevalencia varia del 4.9 (Davis et al., 1978) hasta el
82.3 (Braathen, 2012). Las diferencias en cuanto a prevalencia en los diferentes estudios vienen
determinadas por el método de estudio aplicado, las dreas geograficas y las caracteristicas sociales propias
de cada regidn. Asi, en zonas como la cuenca Mediterrdnea, donde la consanguinidad es mas habitual por
matrimonios intrafamiliares, las formas recesivas son frecuentes y pueden representar mas del 40% de
los casos (Dubourg et al., 2006). Sin embargo, en otros paises del oeste de Europa, Norteamérica y Japon,

las formas dominantes son las mas comunes (Siskind & Shy, 2011).

Gracias a los importantes avances en tecnologia, actualmente se han descrito mas de 1000
mutaciones diferentes repartidas en los mas de 80 genes relacionados con esta enfermedad. Sin embargo,
en el 90% de los casos las mutaciones encontradas se localizan en los genes PMP22, GJB1, MFN2 y MPZ
(Murphy et al., 2012; Saporta et al., 2011). A pesar de ello, no en todos los casos se consigue llegar al
diagndstico genético (Fridman et al., 2015). En el subtipo CMT1, la confirmacion genética suele lograrse
en torno al 80-98% de los casos, mientras que en las formas CMT2 la tasa de éxito suele ser bastante
menor, entre el 25-62% (Murphy et al., 2012; Saporta et al., 2011; Sivera et al., 2013). Los factores
epidemioldgicos de cada poblacidon determinaran las diferencias tanto en la distribucidn genética como

en el éxito diagndstico.

5. LA ERA DE LA GENETICA

La técnica de secuenciacion Sanger de genes seleccionados ha sido la mas utilizada en el estudio

de los pacientes con CMT. Actualmente se sigue utilizando para el andlisis de genes candidatos segun las



recomendaciones de las guias diagndsticas (Berciano et al., 2012). Sin embargo, la progresiva complejidad
genética y la ampliacion del espectro fenotipico de cada gen hace que cada vez sea mas dificil y menos
eficiente en la practica clinica habitual el diagndstico genético basado en el estudio gen a gen (Johnson,

2015; Rossor et al., 2013).

Los actuales avances en genética molecular basadas en las técnicas de secuenciacion masiva han
permitido ampliar las posibilidades diagnésticas en muchas enfermedades genéticas. En la enfermedad

de CMT han supuesto una auténtica revolucién (Pipis et al., 2019).

El término next generation sequencing (NGS) se refiere al conjunto de técnicas de secuenciacion
masiva y alto rendimiento que permiten realizar la secuenciacion gendmica de forma paralela y
simultdnea. Las técnicas comprenden la secuenciacidn concreta de una serie de genes seleccionados en
forma de paneles genéticos; la secuenciacidn de solo los exones, la parte codificante del genoma, o whole-

exome sequencing (WES); y la secuenciacion de todo el genoma o whole-genome sequencing (WGS).

Describimos brevemente cada una de las técnicas.

5.1 Paneles genéticos

Los paneles genéticos son una prueba genética en la que se analizan simultdneamente y en
profundidad una serie de genes especificos relacionados con el CMT en funcién de la orientacidon
fenotipica. Al analizar simultdneamente muchos genes, el rendimiento coste-efectivo es mayor. Por ello

se consideran una buena opcién en la practica clinica habitual (Lupo et al., 2016; Rossor et al., 2013).

El éxito diagndstico de los paneles genéticos en CMT se encuentra en torno al 30-40%, una vez
descartadas las mutaciones mas frecuentes, como la duplicacion en PMP22, y en funcién de cémo se

analicen las variantes encontradas (Antoniadi et al., 2015; Bacquet et al., 2018; Cortese et al., 2020; Petra
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LasSuthova et al., 2016; Wang et al., 2016). La utilidad de los paneles va a depender de las caracteristicas
del propio panel y de la familia sujeta a estudio. Por un lado, los paneles deben ir actualizdndose y
adaptandose a las caracteristicas genéticas de la poblacidén en cuestién (Rossor et al., 2013). En segundo
lugar, los individuos con un patrén desmielinizante, de inicio precoz y con historia familiar positiva

presentaran una mayor probabilidad de éxito diagndstico (Cortese et al., 2020).

Los paneles nos van a ofrecer informacién sobre las variantes de nucledtido Unico (SNVs, single
nucleotide variants) en los genes seleccionados como mutaciones missense o inframe. Algunos estudios
han descrito el disefio de paneles combinados con softwares especificos de analisis de la variacion en el
numero de copias (CNV, copy number variant), los cuales permiten una cobertura suficiente, por ejemplo,
de la duplicacién de 1.4Mb en la regién 17p12 del gen PMP22 relacionado con CMT1A (Nam et al., 2016;
Wang et al., 2016). Esto ampliaria la utilidad de los paneles como primera opcidn diagndstica en muchos

Ccasos.

5.2 Whole-exome sequencing

En la técnica WES se lleva a cabo la amplificacidn y secuenciacion de todos los exones, es decir,

de las regiones codificantes de proteinas. En su conjunto se corresponden con el 1-2% de todo el genoma.

Las tasas de éxito diagndstico en pacientes diagnosticados de CMT varian en torno al 25-46%
segun las series (Choi et al., 2012; Gonzaga-Jauregui et al., 2015; Hartley et al., 2018; Walsh et al., 2017,
Yaping Yang et al., 2014). Gracias a esta técnica se han identificado nuevos genes relacionados con CMT

gue previamente no habian sido descritos.

Actualmente el WES solo es capaz de cubrir el 96% de todo el exoma con unas tasas todavia

demasiado altas de falsos negativos. Sin embargo, de forma progresiva se ha conseguido mejorar el



promedio en la profundidad de lectura dando lugar a una mayor resolucién y capacidad para detectar
SNVs, indels (pequeias inserciones o deleciones) e incluso variantes gendmicas de >50bp (SVs) (Pipis et
al., 2019). Ademas, las nuevas herramientas bioinformdticas (CONIFER, ExomeCNV, CEQer) son capaces
de llevar a cabo un analisis computacional especifico que nos permite identificar incluso CNV como, por
ejemplo, el reordenamiento de 17p en CMT1A y HNPP (Jo et al., 2016), ampliando sus aplicaciones y

posibilidades diagndsticas.

5.3 Whole-genome sequencing

La técnica WGS es el proceso por el cual se lleva a cabo la secuenciacion completa de todo el
genoma. Esto permite el andlisis tanto de las partes codificantes (exones) como de las no codificantes

(intrones).

Una de sus ventajas es que presenta una cobertura de lectura de las zonas exédmicas incluso
superior al WES (alrededor del 98.4-100%). Sin embargo, en algunos estudios se ha descrito la necesidad
de confirmar mediante una segunda técnica de secuenciacion las inserciones y deleciones encontradas
(Dewey et al., 2014). Esta tasa de falsos resultados podria mejorarse incluyendo una técnica WGS PCR-
free (Meienberg et al., 2016). Otro problema del WGS es que proporciona un nimero enorme de variantes

gue requieren sistemas de interpretacion extremadamente eficientes.

Actualmente esta técnica se reserva para proyectos de investigacidn, con una utilidad mucho mas
limitada en la practica clinica habitual. Normalmente se inicia el estudio con un panel genético vy si el
resultado es negativo se valora completar el anélisis con WES, y en menor medida con WGS (Rossor et al.,

2013).
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5.4 Interpretacidn de los resultados

Los paneles y las técnicas de WES y WGS dan lugar a una gran cantidad de informacion. Vamos a
encontrar nuevas variantes tanto en genes ya conocidos como en otros no asociados con la enfermedad
hasta la fecha. Por lo tanto, la mayor dificultad radica en la interpretacién adecuada de los resultados

(Lupo et al., 2016).

Para el analisis de los datos es fundamental seguir las directrices y criterios de la American College
of Medical Genetics and Genomics (Richards et al., 2015). Segun sus recomendaciones, los términos
“mutacion” y “polimorfismo” se sustituyen por “variante” con el fin de evitar confusiones. La
patogenicidad de estas se clasifica siguiendo una serie de criterios y mediante un gradiente de mayor a
menor probabilidad en: patogénica, probablemente patogénica, de significado incierto, probablemente

benigna y benigna (den Dunnen et al., 2016).

Cada una de las variables debe interpretarse con cautela y siguiendo numerosos criterios:

e Fenotipo y patrdn de herencia compatible con alguno de los genes descritos.

e Presencia de la variante en la literatura cientifica y bases de datos como ClinVar, OMIM,
Human Gene Mutation Database, HGVS databases o DECIPHER.

e Presencia de la variable en la poblacién general. Las bases de datos poblacionales como
1000Genomes, gnomAD, NHLBI Exome Sequencing Project (Exome Variant Server) asi como los recursos
del NCBI (National Center for Biotechnology Information) para la revisidon de datos en la literatura cientifica
son Utiles para determinar la frecuencia alélica de una variante. Si la variante alélica encontrada es
frecuente en la poblacidn general por encima de un porcentaje determinado es bastante probable que la
clasifiquemos como no patogénica y viceversa.

e Andlisis computacional de la variante. Estos son fundamentales, pero no totalmente

determinantes. Los algoritmos llamados in silico permiten predecir con mayor o menor exactitud la



probabilidad de que una variante missense sea patogénica o no. Los mds conocidos son PolyPhen, SIFT y
Mutation Tasser. Para determinar la patogenicidad de la variante se basan en si ese nucleétido o
aminoacido se encuentra en un locus altamente conservado evolutivamente, si afecta de forma
significativa a la secuencia de la proteina resultante y en los efectos bioquimicos que puede tener la
sustitucion del aminoacido. Existen también algoritmos para predecir la probable patogenicidad de
variantes que afecten al splicing como son GenSplicer, Human Splicing Finder o NetGene2. Es importante
qgue se lleve a cabo un analisis con varias de estas herramientas ya que cada una tiene sus ventajas y
desventajas, y asi poder analizar la variante en su totalidad y desde diferentes algoritmos (Richards et al.,
2015).

e Finalmente, si es posible, se deben llevar a cabo estudios funcionales para valorar el efecto

de la variable en la estructura y funcionalidad de la proteina.

El propdsito de estos estudios es el de guiar las decisiones médicas. Dada la complejidad de la
interpretacion de algunas de las variables, es evidente que se debe llevar a cabo un trabajo conjunto desde
el punto de vista clinico y genético, tanto en el analisis fenotipico como en su correspondencia a nivel

molecular, con el fin de evitar conclusiones erréneas o incompletas.

5.5 Limitaciones de las técnicas de next seneration sequencing

Las técnicas de NGS identifican adecuadamente variantes de nucleétidos Unicos o pequeias
inserciones o deleciones. Sin embargo, tienen el inconveniente de que no son capaces de identificar
grandes reordenaciones del genoma. Para ello se recomienda el uso de técnicas de secuenciacidn Sanger,
MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) o arrays (array comparative genomic
hybridation) (Rossor et al., 2013). Sin embargo, tal y como hemos descrito previamente, gracias a la
aplicacion de algoritmos informaticos, se esta consiguiendo analizar CNV a partir de los datos obtenidos

con las técnicas de NGS (Jo et al., 2016; Nam et al., 2016; Wang et al., 2016).
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Otro de los problemas es que, debido al descubrimiento progresivo de nuevos genes, sus
interpretaciones pueden quedar obsoletas rapidamente. Pero lejos de ser un inconveniente, esto es una
ventaja afiadida. Los datos obtenidos no caducan y la acumulacién constante y progresiva de
conocimiento nos permite una nueva evaluacidn sin tener que repetir la secuenciacién. Variantes de
significado incierto pueden pasar a ser patogénicas o todo lo contrario al valorarlas con la nueva
informacién. En un estudio reciente se describié que el analisis de los datos obtenidos mediante WEG 3
afios después podia dar lugar a un diagnodstico definitivo hasta en un 13% de los casos pendientes de

resolver (Hiatt et al., 2018).

El coste econdmico es todavia una limitacidn para su uso generalizado. Sin embargo, con el avance
tecnoldgico estas técnicas serdn cada vez mas rentables econdmicamente y accesibles a la practica clinica

habitual (Walsh et al., 2017; Wang et al., 2016).

6. TRATAMIENTO

Actualmente el tratamiento en la enfermedad de CMT es conservador. Se basa en la combinacién
de las técnicas de rehabilitaciéon y la cirugia. No disponemos todavia de tratamientos curativos ni
modificadores de la enfermedad de forma efectiva, aunque se han desarrollado diferentes ensayos

clinicos con resultados poco satisfactorios.

6.1 Tratamiento rehabilitador

La rehabilitacion juega un papel fundamental en estos pacientes, tanto en el mantenimiento de

la fuerza y marcha como en la mejoria de la calidad de vida (Kenis-Coskun & Matthews, 2016).



El ejercicio fisico regular es muy importante. El sedentarismo y una actividad fisica reducida
derivadas de las limitaciones motoras empeoran claramente la clinica basal y se relacionan con una mayor
fatiga. Mediante ejercicios reglados y supervisados se consigue mantener la fuerza y un buen
acondicionamiento fisico (Chetlin et al., 2004). El entrenamiento aerdbico ha demostrado una clara
mejora de la resistencia al ejercicio (Wallace et al., 2019) y la practica de ejercicios de estiramiento y de
propiocepcion complementan adecuadamente la rehabilitacion (Mori et al., 2020). De esta forma se evita
la aparicion de deformidades y dolor articular. Aunque no podemos afirmar claramente que el
entrenamiento controlado ralentice la progresion de la enfermedad, los pacientes si presentan una clara

percepcion subjetiva de mejoria clinica en general (El Mhandi et al., 2008).

Los dispositivos ortopédicos (Figura 6) son otro de los pilares en el tratamiento rehabilitador. Lo
ideal es que la ortesis sea personalizada e indicada por un profesional, tras la evaluacidn de los dngulos
de movimiento, la fuerza de cada musculo y la comodidad. Su uso en miembros inferiores permite mejorar
el control postural, la marcha y disminuye el uso energético en estos pacientes. Las ortesis de tobillo son
las mas frecuentes. En miembros superiores, el uso de una férula de oposicién del pulgar ha demostrado
una mejoria significativa en la destreza manual (Guillebastre et al., 2011).

Figura 6

Dispositivos ortopédicos.

NOTA: A. Ortesis antequino de tobillo. B. Férula de oposicién del pulgar.
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6.2 Tratamiento quirdrgico

La cirugia ha sido siempre un elemento terapéutico fundamental para la correccidon de las
deformidades presentes en la enfermedad de CMT. Las técnicas quirurgicas en los pies comprenden
artrodesis multiplanares, osteotomias, correccion de los dedos en garra y pie caido y transposiciones de
tejidos blandos (Figura 7) (Dreher et al., 2015; Louwerens, 2018; Pfeffer et al., 2020). De esta forma se
pretende proporcionar un mejor equilibrio de fuerzas y ayudar a corregir los movimientos del pie,

reduciendo las contracturas y la atrofia muscular que darian lugar finalmente a una deformidad fija.

Figura 7

Correccion de pie cavo mediante osteotomia de Inhduser en paciente con CMTI1.

NOTA: A-b: preoperatorio, c-d: postoperatorio. Extraido de “Hereditary

Peripheral Neuropathies” (Forst & Ingenhorst, 2005).

Uno de los problemas a los que nos enfrentamos es que se trata de una patologia crénica, por lo
gue en muchos de ellos es necesario repetir las cirugias correctoras. Ademas, en estos pacientes la
afectaciéon es bilateral y la neuropatia dificulta la propia cicatrizacidon, mientras facilita la aparicion de

ulceras y de dolor crénico.



Actualmente, una intervencién conjunta basada en una cirugia funcional asociada a una terapia
rehabilitadora intensiva precoz mejora el prondstico funcional y el rendimiento en estos pacientes

(Ferraro et al., 2017).

6.3 Terapia molecular

En los ultimos afios se ha producido un gran avance en el desarrollo de tratamientos para la
enfermedad de CMT, tanto en forma de ensayos como de estudios preclinicos. A pesar de que los
resultados no han sido suficientemente positivos y las dificultades aun existentes en la medicina

traslacional, toda esta investigacion nos ha permitido reflexionar y mejorar el disefio de estos trabajos.

Como hemos estado viendo, la enfermedad de CMT presenta una gran heterogeneidad tanto
clinica como genética y una evolucidn clinica muy lenta. A la hora de disefiar los ensayos clinicos debemos
tener en cuenta estas caracteristicas. Es fundamental determinar claramente el subgrupo de pacientes
sujetos a estudio, asi como los objetivos primarios y secundarios. A nivel experimental, estos objetivos
deben ser congruentes con la fisiopatologia de la enfermedad y la molécula en estudio. A nivel clinico,
estos objetivos deben ser realistas y ajustados a lo realmente medible y relacionado con la calidad de vida

de los pacientes (Rossor et al., 2020).

6.3.1 Estudios realizados en CMT1A

La forma CMT1A es la mas frecuente y por ello la mayoria de los ensayos clinicos se han
desarrollado en este subtipo. En la actualidad disponemos de la informacién obtenida de los ensayos
clinicos en humanos ya realizados o en proceso de analisis y de los ensayos experimentales realizados en

animales.
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e Ensayos clinicos realizados en humanos.

Los estudios con acido ascérbico se empezaron a desarrollar gracias al descubrimiento de su
potencial como promotor de la mielinizaciéon tanto en modelos in vitro (Perea et al., 2001) como en
modelos animales (Passage et al., 2004). Kaya et al (2007) demostraron posteriormente que esta
regulacién podria estar mediada por la inhibicion de la actividad de la adelinato ciclasa y la reduccién de
los niveles de cAMP intracelular, lo cual a su vez activaria un represor del promotor de PMP22 (Sabéran-
Djoneidi et al., 2000). Sin embargo, los ensayos realizados en humanos no consiguieron demostrar ningtn
efecto beneficioso ni con dosis altas ni al aumentar el seguimiento 2 afios (Burns et al., 2009; Camiel
Verhamme et al., 2009; Gess et al., 2015; Lewis et al., 2013; Pareyson et al., 2011), y todavia hoy en dia

no se ha conseguido aclarar si este tratamiento es realmente efectivo o no en pacientes con CMT1A.

Otra de las estrategias que se ha desarrollado en CMT1A es la de combinacidn de los farmacos
baclofeno, sorbitol y naltrexona, conocido con el nombre de PXT3003. Tras estudiar sus mecanismos de
accion y sus posibilidades como reguladores de los genes de la mielina, se seleccionaron como posibles
herramientas terapéuticas en CMT. En el estudio con modelos tanto in vivo como in vitro, su accién
conjunta disminuyd la expresion del mRNA de PMP22 en las células de Schwann de los ratones
transgénicos, mejorando asi la mielinizacion (Chumakov et al., 2014). La administracién de PXT3003 de
forma precoz mejoré significativamente los déficits motores del ratén, abriendo la ventana a la posibilidad
de valorar la terapia en pacientes jovenes (nifios y adolescentes) (Prukop et al., 2019). Un estudio en fase
Il demostro su tolerabilidad y eficacia en humanos (Attarian et al., 2014). Actualmente ha finalizado un
estudio en fase Ill cuyos resultados estdn pendientes de publicacion (ClinicalTrials.gov Identifier:

NCT03023540).



e Ensayos preclinicos en modelos animales.

Siguiendo la misma estrategia de reduccion de los niveles de PMP22, se han publicado otros

estudios en fase preclinica en modelos animales.

Melcangi et al (1999) demostraron que la progesterona y sus derivados podian influir en la
expresion de PMP22 en ratas. A partir de ese momento se realizaron estudios en modelos animales con
onapristona, un antagonista del receptor de la progesterona (Sereda et al., 2003; Zu Horste et al., 2007).
Estos estudios demostraron una disminucién de la expresién de PMP22 y una mejoria de la neuropatia
clinica. Sin embargo, las dudas existentes actualmente sobre su toxicidad han impedido el desarrollo de
ensayos clinicos en humanos, de forma que su eficacia queda pendiente de confirmar en pacientes con

CMTI1A.

Ademas de las moléculas que pueden influir directamente sobre la expresion de PMP22, existe
una serie de técnicas de ingenieria genética que han sido estudiadas en estudios preclinicos en CMT como
son el uso de oligonucleétidos antisentido (ASOs), RNAs de interferencia, vectores virales para el
reemplazamiento de genes y la técnica CRISPR-Cas9. Una de las estrategias emergentes mas
prometedoras en las enfermedades genéticas neuromusculares es el uso de oligonucleétidos antisentido.
El estudio realizado en ratas transgénicas demostré que la inyeccion de un ASO frente a PMP22 daba lugar
a una reduccidn de los niveles de mRNA asociado a una mejoria de la funcién motora y de las velocidades
de conduccidn y amplitud del CMAP, asi como un mayor nimero de fibras mielinizadas (Zhao et al., 2018).
El uso de un RNA de interferencia en un modelo murino con una mutacién especifica en PMP22 demostré
resultados similares (Lee et al., 2017). A pesar de estos resultados prometedores, por el momento es
todavia dificil extrapolar la terapia génica a los humanos.

Otra de las técnicas que se plantean es la mejora clinica al actuar directamente a nivel de la

degeneracion axonal. La administracién exdgena intramuscular en ratones transgénicos del factor de
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crecimiento neurotrofina-3 (NT-3) (Jessen & Mirsky, 1999; Meier et al., 1999) mediada por vectores
virales (scAAV1.tMCK.NTF3) demostré una mejoria en la regeneracién neuronal al estimular la
proliferacién y diferenciacion de las células de Schwann, permitiendo de esta manera el crecimiento de
nuevo del axdn. Al actuar no sobre el gen si no sobre la consecuencia final, se abre la posibilidad de usar
esta estrategia terapéutica a los diferentes subtipos de CMT (Sahenk & Ozes, 2020).

Las células de Schwann se diferencian de forma defectuosa en las fases tempranas de la
enfermedad por un desequilibrio en la actividad de las vias de sefalizacion intracelular PI3K-Akt y Mek-
Erk. Siguiendo la linea de actuar sobre el dafio axonal y no directamente sobre el gen PMP22, Friederich
et al (2014) demostraron en un modelo murino transgénico de PMP22, que la sobreexpresion de la
neuregulina-1 (NRG1) a nivel axonal mediante su administracién en forma soluble en las fases tempranas
de la enfermedad, mejord la sefializacion de esta via. Esto dio lugar a una estimulacién de la diferenciaciéon
de las células del Schwann y a una preservacion de la supervivencia de los axones a largo plazo. Esto realza
de nuevo la importancia de la preservacion de las células de Schwann de forma precoz como herramienta

terapéutica importante.

En conclusién, los estudios en terapia génica en CMT son cada vez mas frecuentes y desde
diferentes abordajes. El objetivo final no solo es mejorar la mielinizacién, sino también los déficits clinicos
dependientes fundamentalmente del dafio axonal de forma significativa y precoz. El futuro del
tratamiento de esta enfermedad radica en la combinacidn de la rehabilitacién y ejercicio fisico controlado

junto con las nuevas dianas genéticas aun en fases de investigacion y desarrollo.
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Il. OBJETIVOS

1. PRINCIPALES

e |dentificar, reunir y clasificar a todos los pacientes con diagndstico de sospecha de neuropatia
genética correspondientes al darea de salud del Hospital General de Alicante, con el fin de crear

una base de datos para realizar futuros estudios clinicos, epidemioldgicos y genéticos.

e Describir la prevalencia de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth en dicha area de salud.

e (lasificacion de los pacientes en funcidn de sus caracteristicas clinicas, electrofisioldgicas y

genéticas en cada uno de los grupos vigentes en la actualidad.

e Realizar una descripcion detallada del grupo CMT1, concretamente el subgrupo 1A.

e Identificar a los pacientes con CMT1 no debidos a mutaciones en el gen PMP 22.

e Describir las mutaciones encontradas. Realizar los estudios genéticos necesarios, incluyendo
anadlisis de segregacion, comparacidn con bases de datos y estudios genéticos de laboratorio con

el objetivo de determinar la patogenicidad de las nuevas mutaciones encontradas.

e Establecer las correlaciones clinicas, eléctricas y genéticas con las diferentes mutaciones

encontradas.

2. SECUNDARIOS

e Comparar la poblacion del area de salud del Hospital General de Alicante con las descritas en la

literatura, tanto en el aspecto genético como el clinico.



e Iniciar las bases clinicas para crear modelos experimentales con las mutaciones encontradas para

mejorar el conocimiento de la fisiopatologia de estas enfermedades.
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1. DISENO Y TIPO DE ESTUDIO

En el disefio de este trabajo se pueden considerar dos partes diferenciadas (Figura 8). La primera

parte es un estudio de tipo observacional descriptivo y retrospectivo de un grupo de pacientes afectos

de neuropatia genética correspondiente al Departamento de Salud 19 de la Agencia Valenciana de Salud

(Hospital General Universitario de Alicante). En esta parte se pretende realizar una descripcion

epidemioldgica global y determinar la prevalencia de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth a fecha de

junio 2018. Asimismo, se realiza la descripcidon clinica detallada del subgrupo de pacientes con formas

desmielinizantes con patron autosémico dominante (CMT1 AD) y esporadicos genéticamente

confirmados.

Figura 8
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La segunda parte incluye un estudio de tipo descriptivo y experimental basado en la descripcion
especifica de las nuevas mutaciones identificadas en el grupo CMT1 AD y CMT1 casos esporadicos, la
demostracion de su patogenicidad mediante estudios de segregacién y experimentales, asi como su
correlacién clinica. Esta parte fue realizada en colaboracién con el Instituto de Neurociencias y la

Universidad Miguel Hernandez.

2. IDENTIFICACION Y SELECCION DE PACIENTES

Los pacientes participantes en el estudio fueron seleccionados en la Consulta especializada en
patologia neuromuscular del Servicio de Neurologia del Hospital General Universitario de Alicante entre

enero de 2015 y junio de 2018.

La identificacién de estos pacientes se llevé a cabo siguiendo diferentes estrategias (Figura 9).
Primeramente, se incluyeron aquellos pacientes que estaban siendo atendidos por sospecha de
neuropatia de origen genético. Simultdneamente se realizd6 una busqueda en el sistema informatico
ABUCASIS (sistema informatico de registro de informacion médica empleado en la asistencia ambulatoria
de la Comunidad Valenciana), de todos los pacientes mayores de 18 afios con diagndstico de “Neuropatia
hereditaria” (CIE 10 G60.9) en el Departamento 19. A su vez, se solicité al Servicio de Genética una lista de
todos los pacientes a los cuales se les habian solicitado estudios genéticos por enfermedades de tipo

neuromuscular procedentes de nuestra consulta.

Una vez identificados estos pacientes, se llevo a cabo una revision manual retrospectiva de las
historias clinicas utilizando el programa ABUCASIS y se seleccioné a los candidatos al estudio. Los datos
cruciales de la exploracién clinica sugestivos de neuropatia genética fueron la presencia de sintomas y

signos sensitivo-motores distales, una lenta progresion y la presencia de deformidades dseas tales como
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pies cavos y retraccién aquilea.

Figura 9
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Para el recuento total de pacientes afectados se incluyé a aquellos con sospecha de neuropatia
genética por datos clinicos y en la exploracién, de los cuales podiamos disponer o no de estudio
neurofisiolégico o genético confirmatorio. Se excluyeron aquellos casos en los que tras revisidn se
confirmé un diagndstico distinto al de neuropatia hereditaria, por codificacién errénea en el sistema o
genética compatible con otro proceso distinto, o bien por negativa del paciente a participar en el estudio,

o por fallecimiento.

3. RECOGIDA DE DATOS

La recogida de la informacién de los pacientes seleccionados se realizé mediante la revisién de sus
historias clinicas en el programa ABUCASIS, asi como durante las visitas presenciales programadas y
extraordinarias. En algunos casos se contactd telefénicamente con el paciente a fin de completar y

actualizar los datos necesarios tras haber sido valorados presencialmente de forma previa.



De forma general se recogieron los datos referentes al tipo de CMT determinado por el estudio
neurofisiolégico (desmielinizante, intermedio, axonal, normal o no realizado), familiares afectados, patrén

de herencia y genes testados.

3.1. Estudios neurofisiolégicos

En todos los pacientes con sospecha de neuropatia genética de los cuales no se disponia de
estudio neurofisioldgico se propuso su realizacién para su caracterizacién en desmielinizante, axonal o
intermedio. En dicho estudio se incluyd la determinacién de las velocidades de conduccidon motora y
sensitiva en al menos 3 nervios, siendo determinante de CMT1 o desmielinizante una NCV <38 m/s, CMT
intermedio una NCV entre 25-45 m/s y CMT 2 o axonal una NCV >38 m/s. El estudio neurofisiolégico fue
realizado en todos los pacientes que aceptaron la prueba, tanto casos indices como familiares. No se
realizd en aquellos en los que ya se disponia de un estudio neurofisioldgico previo, si existia un diagndstico

molecular conocido o si el paciente se oponia a la prueba.

3.2. Patron de herencia

La enfermedad de CMT sigue un patrén de transmisién de tipo mendeliano, lo que nos permite
clasificar a los pacientes en funcién de la forma de herencia mas probable. Para ello se tuvieron en cuenta

los antecedentes familiares descritos por el paciente y los individuos explorados de cada familia.

Los pacientes fueron clasificados con patrén de herencia autosémico dominante, autosémico
recesivo o ligado al X en funcion de la distribucion de los familiares afectados en cada generacion, tal y

como se ha descrito previamente. Se clasificaron como casos esporadicos aquellos pacientes sin
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antecedentes familiares disponibles o conocidos o, en caso de que los hubiera, si tras su evaluacién clinica

se confirmd que no estaban afectados.

3.3. Estudios genéticos

Una vez clasificados los pacientes clinicamente en funcidn del perfil neurofisiolégico y el patrén
de herencia, se llevo a cabo el estudio genético inicial de cada uno de ellos si no se disponia de diagndstico
molecular conocido (Figura 10). Esto se llevd a cabo con base en el algoritmo propuesto por el grupo de
enfermedades neuromusculares de la Sociedad Espafiola de Neurologia e investigadores del grupo

CINBERNED (Berciano et al., 2012).

En los pacientes con patrén CMT1 AD, CMT1 esporadicos y CMTI se solicitdé primeramente la
identificaciéon de la duplicacion del gen PMP22 mediante la técnica MLPA. En caso de resultado negativo,
se analizaron los genes GJB1 (excepto si hubiera evidencia de transmisién varéon-varén) y MPZ. En los
pacientes con patréon CMT1 AR o en caso de etnia gitana, se solicitaron inicialmente los genes especificos
recomendados (GADP1, SH3TC2, NDRG1, HK1). Si en estos grupos todos estos genes resultaban negativos,
el paciente quedaba definido como “gen no filiado”. En algunos pacientes se amplié el estudio mediante
el panel genético completo de CMT (Panel 1), panel genético reducido de CMT (Panel 1.1) y panel de etnia
gitana (Panel 2) de la empresa “Sistemas Gendmicos” (cubierto por el Sistema Nacional de Salud). En otros
casos seleccionados el estudio genético se completd en colaboraciéon con la unidad de referencia de

Patologia Neuromuscular del Servicio de Neurologia del Hospital La Fe de Valencia (Panel 3).

En el grupo de pacientes CMT2, con estudio EMG no concluyente o no realizado se solicitaron los
genes sospechosos guiados por la clinica y el algoritmo propuesto en cada caso. En algunos de ellos se

amplidé también el estudio genético mediante el Panel 3.



No se incluyeron en la descripcidn los resultados de analiticas ordinarias, ya que en estos pacientes
son normales. Tampoco se describieron estudios de biopsia de nervio periférico, al ser una prueba que no
se realiza de forma rutinaria. Esta Ultima técnica se reserva cuando existen dudas diagndsticas que
incluyan la posibilidad de neuropatias adquiridas como las asociadas a patologia inflamatoria (vasculitis)
o disinmune (CIDP) o neuropatias por depdsito (PNP amiloidea hereditaria, enfermedad de Fabry) (King &

Ginsberg, 2013).

Figura 10
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e PANEL 1 completo (34 genes): Incluye los genes AARS, ARHGEF10, DNM2, DYNC1H1, EGR2, FDG4,
FIG4, GARS, GADP1, GADP1L1, GJB1, HK1, HSPB1, HSPB8, KARS, KIFB1, LITAF, LMNA, LRSAM1,
MED25, MFN2, MPZ, MTMR2, NDRG1, NEFL, PRX, PMP22, PRPS1, RAB7A, SBF2, SH3TC2, SPTLC1,

TPRV4, YARS.
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e PANEL 1.1 reducido (25 genes): Incluye los genes EGR2, FDG4, FIG4, GARS, GADP1, GJB1, HK1,
HSPB1, HSPBS, KIFB1, LITAF, LMNA, MED25, MFN2, MPZ, MTMR2, NDRG1, NEFL, PRX, PMP22,
PRPS1, RAB7A, SBF2, SH3TC2, TPRVA.

e PANEL 2 (10 genes): Incluye los genes especificos de etnia gitana GADP1, MTMR2, SBF2, SH3TC2,
NDRG1, EGR2, PRX, HK1, FDG4, FIGA4.

e PANEL 3 (H. La Fe, 28 genes): Incluye los genes AARS, DNM2, EGR2, FDG4, FIG4, GARS, GADP1,
GJB1, HK1, KARS, KIF1B, LITAF, LMNA, LRSAM1, MED25, MPZ, MTMR2, NDRG1, NEFL, PRX, PMP22,

PRPS1, RAB7A, SH3TC2, SPTLC1, TRPV4, SBF2, YARS.

4. DESCRIPCION EPIDEMIOLOGICA DE LA MUESTRA

Tras reunir todos los datos y con el fin de realizar una descripcién epidemiolégica y genética basica,
se realizé una tabla en la que se clasificd a los pacientes en diferentes subgrupos en funcion del tipo de
CMT basado en los hallazgos neurofisiolégicos, el patréon de herencia y los estudios genéticos (genes

testados y resultados) (Tabla 2).

Dentro del grupo de “otros diagndsticos” se incluyd a aquellos pacientes con diagndstico de
neuropatia hereditaria exclusivamente motora (HMN) o sensitiva (HSAN), con afectacion de fibra fina u
otro tipo de neuropatia hereditaria o adquirida. Asimismo, fueron excluidos del grupo de analisis de CMT

los diagnosticados como HNPP.



Tabla 2

Variables epidemioldgicas del grupo de pacientes con neuropatias genéticas

seleccionadas para el estudio

N2 DE L
TIPO CMT (PATRON DE
VARIABLE  PACIENTE FAMILIARES ( GENES TESTADOS RESULTADO
HERENCIA + EMG)
AFECTOS
Codificacid Cualitati
Tipo odi |cla'C|on u? ativa Cualitativa discreta Cualitativa discreta Cualitativa discreta
numérica discreta
- CMT1 AD
1 Familiares Ly
CMT1 AR Descripcidén de los  Resultado
L afectos . .
Descripcion (incluido el CMT1 esporadico. genes testados en  obtenido en las
CMT2 AD las pruebas pruebas genéticas.
probando). -
CMT2 AR geneticas.
CMT2 esporadico
CMTX
CMT Intermedio
HNPP

EMG no concluyente
EMG no disponible
Otros diagndsticos

5. DESCRIPCION CLiINICO-GENETICA DEL GRUPO CMT1 AUTOSOMICO DOMINANTE Y CASOS

ESPORADICOS

5.1. Descripcion detallada del tipo Charcot-Marie-Tooth tipo 1A

Se seleccionaron una serie de variables a partir de la revision de la literatura cientifica segun los
objetivos del estudio y basdandonos en los datos exigidos en la web CIBERER (Centro de Investigacion
Biomédica en Red de Enfermedades Raras) del registro espafiol de enfermedades neuromusculares

(www.nmd-es.org) (Tabla 3). Se cre6 una base de datos en formato Excel para la representacién de la

informacion de manera andénima. En esta se incluyeron los casos indices de las familias de los pacientes

diagnosticados como CMT1A.


http://www.nmd-es.org/

Tabla 3
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Variables de caracteristicas clinicas de CMT1A seleccionadas para el estudio

VARIABLES

TIPO

DESCRIPCION

Variables generales y epidemioldgicas

Sexo

Cualitativa dicotémica

H/M

Edad actual (afios)

Cualitativa discreta

Edad actual del paciente en el
momento en el que se realiza el
estudio.

Edad inicio de los sintomas (afios)

Cualitativa ordinal

Valorado de 0-7 en funcién de la
edad del paciente en el momento
en el que se inician los primeros
sintomas de CMT1.

0: Nacimiento

1: Retraso del desarrollo motor
(>18m)

: 2-10 afios

:11-20 afos

: 21-30 afos

:31-40 afos

:> 40 afos

N o o B WN

: Incapaz de precisar

Edad de diagndstico (afos)

Cualitativa discreta

Edad del paciente en el momento
en el que se realiza el diagndstico
de CMT1A.

Familiares afectos

Cualitativa discreta

Numero de familiares afectos (sin
contar al paciente probando).

Tipo de herencia

Cualitativa ordinal

Valorado de 0-4 en funcién de los
antecedentes familiares descritos
por el paciente y los registros
clinicos disponibles.

1: AD (Transmisidon varén-varon)
2: AR (Padres examinados)

3: Ligada al X

4: Esporadica

Comorbilidades

Cualitativa dicotdmica

Si/No (determinado por
antecedentes médicos recogidos
en la anamnesis).

Caracteristicas clinicas

BALANCE MOTOR
Regiones exploradas:
Facial

Bulbar

Cualitativa ordinal

Valorado de 0-5 (Determinado por
la exploracién clinica del paciente
segun la escala de fuerza muscular
modificada (MRC)).



MMSS proximal

0: paralisis total (ausencia de

MMSS distal contraccién)

Interéseos 1: fuerza minima (contraccién

Primer dedo muscular visible sin movimiento)

MMII proximal 2: fuerza escasa (movimiento

MM distal activo sin vencer gravedad)

Primer dedo 3: fuerza regular (movimiento
activo contra gravedad sin vencer
resistencia)
4: fuerza buena (movimiento
activo contra gravedad y
resistencia)
5: fuerza normal (movimiento
completo contra resistencia total)
Valorado de 0-4 (Determinado por

Cualitativa ordinal la exploracidn clinica del

REFLEJOS paciente).

R?gi?nes exploradas: 0: abolicién de reflejos

B'.C'Pltcal 1: hiporreflexia (reflejos

Tricipital disminuidos)

Estilorradial .

. 2: reflejos normales
Rotuliano
Aquileo 3: hiperreflexia (reflejos

aumentados)
4: clonus (agotable o inagotable)

ATROFIA MUSCULAR

Regiones exploradas:
Interdseos
Eminencia tenar
MMSS distal
Musculo pedio

MMII distal

Cualitativa dicotdmica

Si/No (Determinado por la
exploracidn clinica del paciente).

MALFORMACIONES OSEAS

Regiones exploradas:
Pies cavos
Retraccion aquilea
Mano garra

Dedo martillo
Escoliosis

Otras

Cualitativa dicotémica

Si/No (Determinado por la
exploracion clinica del paciente).

SENSITIVO

Hipoestesia tactil
Hipostesia vibratoria
Hipoestesia dolorosa

Cualitativa dicotémica

Si/No (Determinado por la
exploracion clinica del paciente).



Hipoestesia propioceptiva
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OTROS SINTOMAS
Afectacion cognitiva
Degeneracién macular
Reactividad pupilar
Atrofia optica
Nistagmo
Oculomotores

Atrofia lingual
Hipoacusia

Disfonia

Disartria

Ataxia sensitiva
Piramidalismo
Cerebelo

Temblor

Calambres

Sintomas autondmicos
Otros

Cualitativa dicotdmica

Si/No (Determinado por la
anamnesis y la exploracion clinica
del paciente).

Escala funcional de la marcha

Cualitativa ordinal

Valorado de 0-7 (Determinado por
la capacidad funcional referida por
el paciente y la exploracidn clinica,
segun escala registro CIBERER).

1: Movilidad normal

2: Movilidad normal, pero con
calambres y fatiga

3: Movilidad normal, pero incapaz
de correr

4: Anda con dificultad, pero es
posible sin ayuda

5: Anda con bastén

6: Anda con muletas

7: Silla de ruedas

8: Encamado

Funcionalidad

Cualitativa ordinal

Valorado de 0-4 (Determinado por
la capacidad funcional referida por
el paciente y la exploracion clinica,
segln escala registro CIBERER).

1: Tropiezos, pie caido, dedos en
martillo, dificultades manipulativas
2: Ortesis, incapaz de abotonarse,
puede escribir



3: Precisa de bastén, andador,
cirugia de tobillo, no puede
escribir

4: Silla de ruedas, afectacion
proximal

5: Exitus

Variables neurofisioldgicas

Si/No (Referido por el paciente y
EMG realizado Cualitativa dicotomica archivado en el registro clinico
médico correspondiente).

0-4 (determinado por los valores
de NCV registrados en estudios
electromiograficos realizados en el
paciente).

MNCV del nervio mediano Cualitativa ordinal

0: ausencia de dato
1: normal o axonal (> 38 m/s)
2: intermedia (25-45 m/s)

3: desmielinizante (< 38 m/s)

Resultados genéticos

Si/No (Determinado por los

Gen identificado Cualitativa dicotomica resultados de la prueba genética
realizada).
Si/No (Determinado por los
PMP22 duplicacion Cualitativa dicotomica resultados de la prueba genética
realizada).
L, o . Gen identificado en las
Mutacion Cualitativa discreta

pruebas/paneles genéticos.

NOTA: AD: Autosdmico Dominante; AR: Autosémico Recesivo; CMT1: Enfermedad
de Charcot-Marie-Tooth tipo 1; EMG: Electromiograma; H: Hombre; M: Mujer; MRC:
Medical Research Council (Consejo de Investigacion Médica); m/s: metros/segundos; PMP

22: peripheral myelin protein 22; MNCV: motor nerve conduction velocity.

5.2. Anadlisis de los datos clinico-genéticos del resto de pacientes del grupo CMT1 AD y CMT1 casos

esporadicos

Dentro del grupo CMT1 AD y casos esporadicos se realizd una descripcion detallada de los
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hallazgos clinicos y genéticos. Tras ello, se ha llevado a cabo una comparativa de nuestros datos con las

series publicadas hasta el momento.

5.3. Identificacion de nuevas mutaciones

Una vez seleccionadas las familias con patrén CMT1 AD y espordadicos con genética no filiada, se
realizd la descripcidn clinica, asi como estudios de segregacion familiar y experimentales especificos. En

cada familia las técnicas realizadas han sido diferentes por lo que se exponen con detalle en cada caso.

6. LIMITACIONES

Las limitaciones que podemos encontrar son fundamentalmente relacionadas con la no
identificacidon de los pacientes por no ser derivados para estudio, por una mala codificacién en el sistema
informatico o por ser atendidos en otros centros privados de la provincia. Al tratarse de una enfermedad
genética de larga evolucién y que puede ser paucisintomatica, algunos casos no se sospechan y por ello
no son remitidos. Esto puede derivar en un infra diagndstico de la enfermedad y en tasas de prevalencia

mas bajas de las reales.

Otra de las limitaciones es la dificultad para el adecuado registro del nimero de familiares del caso
indice realmente afectados. En ocasiones no hay contacto con el resto de la familia, solo disponemos de
referencias superficiales o el resto de los individuos rechazan que se le explore y estudie para confirmar la
presencia o no de la enfermedad. Esto limita una correcta definicion del nimero real de individuos

afectados en una familia y, por tanto, del patrén de herencia.

Nos encontramos con limitaciones en el plano diagnéstico derivadas de la ausencia de datos



completos en los estudios neurofisioldgicos antiguos o los diferentes protocolos usados en cada caso.
Ademas, algunos pacientes se opusieron a su realizacidn durante el estudio. Las pruebas genéticas son
costosas y el resultado de estas suele tardar meses, lo cual demora significativamente los siguientes pasos

a seguir en caso de resultado negativo. Todo esto dificulta la correcta clasificacidn de los pacientes.

7. ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

Se ha recogido el consentimiento informado debidamente cumplimentado de cada uno de los
pacientes para el uso de sus datos y, en los casos correspondientes, de sus muestras bioldgicas, de acuerdo
con el desarrollo legal contenido en la Ley Orgéanica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos
Personales y garantia de los derechos digitales (BOE-A-2018-16673) que enmarca las condiciones y
caracteristicas de uso de la informacién de caracter personal para fines cientificos por parte de
investigadores e instituciones. El estudio ha sido aprobado por parte del Comité Etico del Hospital General

Universitario de Alicante e ISABIAL (Instituto de Investigacidn Sanitaria y Biomédica de Alicante).

Los datos de los pacientes del grupo CMT1A y las familias con gen no filiado estudiadas han sido
introducidos en la base de datos CIBERER, firmando los consentimientos informados correspondientes y
siguiendo los procesos de encriptaciéon automatica. Se han llevado a cabo las medidas necesarias con
relacidon a la ausencia de identificadores directos de los pacientes y de los datos relacionados con la

localizacién de estos.

Todos los procedimientos de seleccidn y andlisis de la base de datos han sido manejados segun la

mencionada ley.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis de los datos se ha llevado a cabo mediante la descripcion de las variables cualitativas.

Solo se ha utilizado el programa para el analisis bdsico epidemioldgico.

Se ha utilizado el paquete estadistico SPSS/PC versién 22 para Windows. Las pruebas estadisticas
realizadas han incluido la descripcidn de las variables cuantitativas mediante el calculo de la media y la

desviacion tipica, y de las variables cualitativas mediante la medicién de frecuencias.

Previamente, se ha comprobado que las variables cuantitativas se ajustan a la distribucién normal

mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para una muestra.
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IV. RESULTADOS

1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Durante el periodo de inclusidn de pacientes, entre enero de 2015 y junio de 2018, se incluyé un
total de 131 pacientes correspondientes a 71 familias no relacionadas que cumplian criterios clinicos de
neuropatia hereditaria (Tabla 4). De todos ellos, 19 (26.8%) casos index fueron clasificados como
desmielinizantes con un patrén autosémico dominante (CMT1-AD) en 12 (16.9%), autosémico recesivo
(CMT1-AR) en 4 (5.63%), y esporadico en 3 (4.23%) casos; 18 (25.4%) fueron descritos como axonales con
un patrén autosémico dominante (CMT2-AD) en 3 (4.23%), autosémico recesivo (CMT2-AR) en 1 (1.41%),
y esporadico en 14 (19.7%) casos. En 5 (7.04%) familias las velocidades se mostraban en rangos
intermedios. De ellas, en 4 (5.63%) casos la herencia fue ligada al X (CMTX), y el otro caso (1.41%) fue
esporadico (CMTI). En 5 (7.04%) familias se identificd una delecién del gen PMP22 clasificandose como

HNPP.

De todos los casos index iniciales, 24 (33.8%) fueron descartados por diferentes motivos: en 7
(9.86%) individuos se descarto la presencia de una polineuropatia por un EMG normal, en 5 (7.04%) no se

pudo realizar el estudio neurofisioldgico, y en 12 (16.9%) casos se llegd a otros diagndsticos.

De los 71 casos que fueron remitidos inicialmente como sospecha de neuropatia genética se llegd
al diagnéstico final en 32 familias (45.1%), y concretamente en los casos con CMT confirmado en la mitad
de ellas (21/42; 50%). Se excluyd de este grupo a los pacientes con diagndstico de HNPP. La identificacidn
del gen causante de la enfermedad se detectd en el 78.9% (15/19) de los pacientes con un patrén
desmielinizante, en todos (5/5; 100%) los pacientes con unas velocidades intermedias y en uno (1/18;
5.55%) del grupo de las formas axonales. Dentro del grupo CMT1, teniendo en cuenta el tipo de herencia,
el éxito diagndstico se consiguid con mayor probabilidad en el grupo con un patréon autosémico

dominante (10/12; 83.3%) frente al patrén autosémico recesivo (2/4; 50%). El resultado de un EMG



normal permitié descartar la sospecha inicial de neuropatia hereditaria y reorientar el estudio llegando al
diagndstico final de atrofia multisistema en 1 caso (1/7; 14.3%). Del mismo modo, 5 (41.7%) pacientes de

los 12 con sospecha de otros diagndsticos fueron finalmente filiados.

Tabla 4

Clasificacion general en funcion de los datos electrofisiologicos y el patron de

herencia, asi como porcentaje de diagndstico genético confirmado.

N (casos N % del total de Casos o pacientes

TIPO CMT ; . index .

index) (individuos) la muestra diag. diag.
CMT 1 AD 12 35 16.9 10 83.3
CMT1AR 4 7 5.63 2 50
CMT 1 esporadico 3 3 4.23 3 100
CMT 2 AD 3 6 4.23 0 0
CMT 2 AR 1 2 1.41 0 0
CMT 2 esporadico 14 14 19.7 1 7.14
CMT X 4 25 5.63 4 100
CMT I 1 1 1.41 1 100
HNPP 5 8 7.04 5 100
EMG NORMAL 7 9 9.86 1 14.3
EMG NO REALIZADO 5 8 7.04 0 0
OTROS
DIAGNGSTICOS 12 13 16.9 5 41.7
TOTAL 71 131 100 32 45.1

NOTA: N: niumero. Diag.: diagnosticado.

2. CALCULO DE LA PREVALENCIA

Aunque la mayoria de los pacientes pertenecian al drea de salud del Hospital General Universitario
de Alicante (Departamento 19), una de las familias procedia del Hospital IMED Levante de Benidorm

(sistema sanitario privado) y otra del Hospital de Elche (Departamento 20). Estos casos fueron remitidos
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para segunda opinién y seguimiento y por ello incluidos en el recuento total presentado pero excluidos

para el cdlculo de la prevalencia.

La poblaciéon asignada al Departamento 19 por el Sistema de Informacién Poblacional (SIP) a fecha
de enero de 2018 ascendia a 273837 habitantes. De esta forma, la prevalencia minima de Charcot-Marie-
Tooth segulin nuestro estudio se estima en 31.8 casos/100000 habitantes en el departamento del Hospital

General Universitario de Alicante.

3. DESCRIPCION GENETICA GLOBAL

En los pacientes con diagndstico genético de CMT la mutacidn mas frecuentemente identificada
fue la duplicacion del gen PMP22 (47.6%). En un caso (4.76%) se identificd una mutacién puntual de novo
en PMP22 clasificada como probablemente patogénica segun los andlisis bioinformaticos realizados, por
lo que se incluyd en el recuento final. Las mutaciones en el gen GJB1 se correspondieron con el 19.0% de
los casos. En las familias de etnia gitana, las mutaciones en el gen SH3TC2 fueron las mas frecuentes,
siendo positivas en dos (9.52%) casos. Los genes menos habituales fueron el gen GADP1 (4.76%) y NEFL
(4.76%). En una familia se identificaron dos mutaciones, una en el gen LITAF y otra EGR2, cuya presencia

conjunta fue demostrada como patogénica mediante estudios funcionales (ANEXO).

En conjunto, las mutaciones para los genes PMP22 (duplicacién o mutacion puntual), GJB1,

SH2TC3 y MPZ representaron el 85.7% de los casos diagnosticados.

No se encontraron mutaciones patogénicas en los genes AARS, ARHGEF10, DNM2, DYNC1H1,
FDG4, FIG4, GARS, GADP1L1, HK1, HSPB1, HSPBS, KARS, KIFB1, LMNA, LRSAM1, MED25, MFN2, MTMR?2,
NDRG1, PRX, PRPS1, RAB7A, SBF2, SPTLC1, TPRV4, YARS. En algunos se identificaron variantes de

significado incierto (se describe en detalle en cada caso).



Tabla 5

Distribucion genética de los pacientes.

GEN

N2 casos index

%

PMP22 dup

GJB1

SH3TC2

MPZ

PMP22 point mut
GADP1

NEFL

LITAF+ECG2

10

L = = R N

47.6
19.0
9.52
4.76
4.76
4.76
4.76
4.76

4. DESCRIPCION GENETICA POR SUBGRUPOS

En este apartado describimos de forma detallada los genes identificados en relacion a la

clasificacion fenotipico-genética correspondiente. En cada familia se testaron unos genes diferentes en

funcién de la sospecha clinica y del algoritmo recomendado.

En la Figura 11 se muestra una visidon general de la muestra. Se incluye la distribucion de los
pacientes por subgrupos y el nimero de individuos incluidos en cada uno de ellos. En cada subgrupo se

especifican los genes con mutaciones patogénicas diagnosticados. Se describe también el nimero de

casos sin filiar de cada subgrupo.



Figura 11

Caracterizacion genética de los diferentes subtipos de CMT analizados durante el

periodo de enero 2015 a junio 2018.

71 familias con sospecha de
neuropatia hereditaria
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4.1. Charcot-Marie-Tooth tipo 1 o desmielinizante

Este fue el grupo mas numeroso. Se incluyeron 19 familias, correspondientes a 45 pacientes,

representando el 45.2% de todos los casos de CMT. Describimos los resultados de los analisis genéticos

realizados en cada uno de los subgrupos.

e CMT1 Autosomico Dominante

En este grupo se incluyé a 12 familias, correspondientes a 35 pacientes afectados. En 9 familias

se confirmd la duplicacion del gen PMP22 (17p dup) diagnosticdndose de CMT1A. En 3 familias se

identificaron nuevas mutaciones consideradas no patogénicas, siendo seleccionadas para la segunda fase

del estudio (Tabla 6).



En la primera de ellas (CMT1 AD-1) se realizé un analisis mediante el Panel 1 identificandose una
variante de novo en el gen EGR2 ¢.1190C>A (p.Pro397His) y el polimorfismo LITAF c.146C>T (p.Thr4d9Met)

descrito previamente como no patogénico.

La siguiente familia (CMT1 AD-2) se remitié a la Unidad de Enfermedades Neuromusculares del
Hospital La Fe, donde se realizé el estudio mediante Panel 3, hallando una posible delecidn en el gen MME
no especificada en los informes. Se describié también una variante de significado incierto en el gen ERBB4
€.3425G>A (p.Argl142GIn). Adicionalmente, se completd el estudio a través de la empresa Sistemas
Gendmicos mediante un cribado de variantes en el nimero de copias (CNVs) por secuenciacion masiva de

200 genes asociados a neuropatias, incluyendo el gen MME, sin identificar ninguna variante en el CNVs.

En la dltima familia (CMT1 AD-3), de etnia gitana, se solicito el Panel 2 con resultado negativo. Se

amplid el estudio con el Panel 1.1 sin identificar tampoco ninguna mutacién ni variante.

Tabla 6

Mutaciones y nuevas variantes de significado incierto identificadas en el grupo CMT1 AD.

FAMILIA GENES
CMT1A (9 familias) PMP22 (17p dup)
LITAF c.146C>T, p.Thr49Met
CMT1 AD-1
EGR2 c.1190C>A, p.Pro397His
ERBB4 c.3425G>A, p.Arg1142GIn
CMT1 AD-2
MMIE posible delecién en heterocigosis. Estudio CNVs negativo
CMT1 AD-3

Estudio negativo (Panel 2y 1.1)
(Etnia gitana)

Las caracteristicas clinicas de estos pacientes y los resultados de las pruebas genéticas se

describen en detalle en el apartado correspondiente.
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e CMT1 Autosémico Recesivo o CMT4

Dentro de este grupo se incluyeron 4 familias, correspondientes a 7 pacientes (Tabla 7).

En dos familias de etnia gitana, sin relacion entre ellas, se identificd la misma mutacion en el gen
SH3TC2 ¢.3325C>T p.(Argl109*), correspondiente al subtipo CMT4C. En ambas se describian
antecedentes de consanguinidad. En la primera de ellas, se diagnosticé a dos hermanos en homocigosis
con clinica y antecedentes familiares compatibles. En la segunda familia, se encontré esta misma
mutacién en homocigosis en dos hermanos sintomaticos. En la madre de ambos, con algunos signos leves
de polineuropatia hereditaria en la exploracién, se describié la mutacién en heterocigosis. En la hermana
de la madre, también con sintomas leves pero estudio neurofisiolégico normal, se realizé una
secuenciacién directa del exén 14 del gen SH3TC2, identificando la mutacién en heterocigosis. No se
realizd una secuenciacion completa del resto del gen con el fin de descartar otras mutaciones. Solo en la
tia se completé el estudio mediante MLPA del gen SH3TC2, sin identificar deleciones ni duplicaciones. Al
no constatarse como casos de heterocigosis compuesta con las pruebas realizadas, la madre y la tia no

fueron incluidas en el recuento total de pacientes con CMT confirmado.

Tabla 7

Mutaciones y nuevas variantes de significado incierto identificadas en el grupo CMT1 AR.

FAMILIA GENES

CMT 4C
SH3TC2 ¢.3325C>T; p.(Arg1109%)
(Etnia gitana)

CMT 4C SH3TC2 ¢.3325C>T; p.(Argl109*) en homocigosis y
(Etnia gitana) heterocigosis
CMT1 AR-1
MTMR?2 variante c.1531delC en homocigosis
(Pakistan)
CMT1 AR-2

Estudio negativo (PMP22)
(Etnia gitana)




En una familia originaria de Pakistdan (CMT1 AR-1) con dos hermanos sintomaticos (padres
consanguineos) se identificd una variante de significado incierto en MTMR2 (c.1531delC) en homocigosis
en la hermana de mayor edad. El hermano menor vardn no ha sido confirmado genéticamente al
encontrarse aun en edad pediatrica. Por el momento es considerada como posiblemente patogénica, por

lo que no se incluye en la descripcién genética global. Se plantea realizar estudio de segregacién.

En otro paciente de etnia gitana (CMT 1 AR-2) donde se testd el gen PMP22 el resultado fue

negativo.

e CMT 1 caso Uunico o esporadico

De todos los pacientes con un patrén desmielinizante hubo 3 casos Unicos o esporadicos en los
gue no constaban antecedentes familiares de neuropatia genética ni hijos afectos (Tabla 8). En todos ellos
se llegd al diagndstico genético. Un paciente fue diagnosticado de CMT1A tras confirmarse la duplicacion
del gen PMP22 (17p dup). Otro caso habia sido estudiado previamente en la unidad de referencia de
Patologia Neuromuscular del Hospital La Fe de Valencia con hallazgo de una mutacién en el gen MPZ
correspondiente al tipo CMT1B. En otro paciente (CMT1A point mut) se identificd una mutacion de novo
en el gen PMP22 (pVall7_Leul8del) probablemente patogénica. En este Ultimo caso se realizé un estudio
de segregacion mediante la secuenciacion de la mutacion en la hermana asintomadtica, con resultado

negativo.

Tabla 8

Mutaciones identificadas en el grupo CMT1 caso unico o esporddico.

FAMILIA GENES
CMT 1A PMP22 (17p dup)
CMT 1B MPZ

CMT 1A point mut PMP22 point mutation c.49_54delGTGCTG (pVall7_Leul8del)
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Las caracteristicas clinicas de estos pacientes y los resultados de las pruebas genéticas se

describen en detalle en el apartado correspondiente.

4.2. Charcot-Marie-Tooth tipo 2 o axonal

En este grupo se incluyd a 18 familias, correspondientes a un total de 22 pacientes, que
representan el 42.9% de todos los casos de CMT. Describimos los resultados de los analisis genéticos

realizados en cada uno de los subgrupos.

e CMT2 Autosomico Dominante

Se incluyd a 3 familias, con un total de 6 pacientes afectados (Tabla 9). El Panel 3 fue realizado en
todos los casos. Se encontraron variantes de significado incierto en los genes ALS, TRPV4, DYNC1H1,
SH3TC2 y GAN, pero ninguna de estas se considerd patogénica. Algunos genes podrian ser candidatos a
estudio, pero para este trabajo no se han realizado los estudios de segregacién correspondientes. En el

paciente CMT2 AD-3 tanto el Panel 3 como el analisis del gen de la transtirretina (TTR) fue negativo.

Tabla 9

Mutaciones y nuevas variantes de significado incierto identificadas en el grupo CMT2 AD.

FAMILIA GENES

ALS2 .1633_1634insAAC; p.Val544_Leu545insGIn
CMT 2 AD-1

TRPV4 c.310A>G; p.M104V

DYNC1H1 c.2393G>A; p.R798Q
CMT 2 AD-2 SH3TC2 c.3689A>T; p.D1229V

GAN ¢.1684C>G; p.P562A en het.

CMT 2 AD-3 Estudio negativo (Panel 3 y gen TTR)

NOTA: Los genes indicados en negrita son aquellos que se consideran candidatos

a estudio sin que se haya podido demostrar su patogenicidad actualmente.



e CMT2 Autosémico Recesivo

Fue identificada una familia con dos pacientes afectados (Tabla 10). Al tener un origen gitano se
solicité el Panel 2. Se identificd una variante en el gen GADP1 (c.310+6delG) en heterocigosis de

significado incierto con una frecuencia alélica del 0.1%.

Tabla 10

Variantes de significado incierto identificada en el grupo CMT2 AR.

FAMILIA GENES

CMT2 AR-1
GADP1 c.310+6delG en heterocigosis
(Etnia gitana)

e CMT2 caso Unico o esporadico

Se incluyeron 14 casos Unicos sin antecedentes familiares conocidos de neuropatia hereditaria

(Tabla 11).

Un paciente fue diagnosticado de AR-CMT2K por mutacion en GADP1 c.581C>G;p.(Ser194*) en
homocigosis. En otra paciente (CMT2-1) en el que se testaron los genes PMP22 y GADP1 se identifico la
misma mutacién en el gen GADP1 (c.581C>G; p.(Ser194*)) pero en heterocigosis. Dado que esta mutaciéon
solo ha sido descrita como patogénica en homocigosis o asociada a otras mutaciones del mismo gen, no

se considerd como patogénica en el segundo caso.

Se realizd el estudio mediante el Panel 3 en 7 casos. En cuatro casos (CMT2-2, 3, 4, 5) se
describieron variantes de significado incierto en los genes TRPV4, ERBB4, TTN, ARHGEF10, NAGLU,
PLEKHGS, KIF1A y AARS. A destacar que en los otros 3 (CMT2-6, 7, 8) el panel fue completamente negativo
sin identificar ninguna variante patogénica o no. En el caso CMT2-8 se amplié el estudio testando el gen

de la distrofia fascioescapulohumeral (DFSH) con resultado negativo.
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Tabla 11

Mutaciones y nuevas variantes de significado incierto identificadas en el grupo CMT2 caso unico

0 esporddico.

FAMILIA GENES
AR-CMT2K GADP1 c.581C>G; p.(Ser194*) en homocigosis
CMT2-1 GDAP1 c.581C>G; p.(Ser 194*) en heterocigosis*. PMP22 negativo
TRPV4 c.484T>C; p.S162P
CMT2-2
ERBB4 c.587G>A; p.R196H
TTN ¢.96904+4T>c y c.55655G>A p.R18552H
CMT2-3 ARHGEF10 ¢.2993+5G>C
NAGLU c.1000G>A; p.vV334l
CMT2-4
PLEKHGS (Stop-gained). (CI139453) en heterocigosis
(Marruecos)
KIF1A c.363+6A>G
CMT2-5
AARS ¢.2306C>G; p.S769T
CMT2-6 Estudio negativo (Panel 3)
CMT2-7 Estudio negativo (Panel 3)
CMT2-8

Estudio negativo (Panel 3 y gen DFSH)
(Pais Vasco)

CMT2-9 Estudio negativo (GJB1, MPZ, MFN2)
CMT2-10 Estudio negativo (PMP22, TTR)
CMT2-11* Estudio negativo (AGCL)
CMT2-12 *

No estudiado
(Etnia gitana)

CMT2-13 No estudiado

NOTA: TTR: gen de la transtirretina (mutacién p. Val30Met); AGCL: Acidos grasos
de cadena larga. Los genes indicados en negrita son aquellos que se consideran
candidatos a estudio sin que se haya podido demostrar su patogenicidad actualmente. *

Esta mutacién ha sido descrita como patogénica en homocigosis o en combinacion con



otra mutacién heterocigota en el mismo gen. * Pacientes con piramidalismo asociado en

la exploracion.

En el paciente CMT2-9 el estudio de los genes GJB1, MPZ, MFN2 obtuvo un resultado negativo.

Los genes PMP22 y TTR fueron testados en otro individuo (CMT2-10) sin identificar mutaciones en ellos.

En dos casos se pudo objetivar piramidalismo asociado en la exploracién. En uno de ellos (CMT2-
11) se realizd el estudio de acidos grasos de cadena larga siendo normal. El otro paciente (CMT2-12) no
se estudid genéticamente. En este Ultimo caso el patrén de herencia fue dificil de determinar ya que su
padre disponia de un electromiograma en el que se describia una polineuropatia axonal, pero en su tia el
estudio demostrd un patron desmielinizante. Al no poder explorar a los familiares y al presentar nuestro
paciente una clinica diferente se considerd el cuadro actual como Unico y se clasificé su caso como

esporadico.

El dltimo paciente (CMT2-13) no se estudié genéticamente.

4.3. Charcot-Marie-Tooth con velocidades intermedias

En este grupo se incluyé a 5 familias, correspondientes a un total de 26 pacientes, que
representan el 11.9% de toda la muestra. Se describen los resultados de los andlisis genéticos en cada

subgrupo.

e CMTI caso unico o esporadico

En este grupo se diagnosticd una paciente con una mutacidn de novo en el gen NEFL (c.293A>G;
p.Ans98Ser) relacionada con el subtipo CMTIG. Representé el 2.38% de todos los casos de CMT de nuestra

muestra.
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e CMT ligado al X

En este grupo se incluyd a 4 familias, correspondientes a 25 pacientes, que representan el 9.52%

de todos los casos de CMT. En todas las familias el gen GJB1 se encontraba mutado.

Todos los casos index de este grupo presentaban NCV en rangos intermedios con una media de
36,3 + 5,1 m/s. Cabe destacar que en una de las familias en un individuo (hija) las velocidades se
encontraban dentro del patrén axonal (45 m/s) y en otro individuo (hermano) en rango desmielinizante

(26 m/s).

4.4. Neuropatia Hereditaria con Hipersensibilidad a la Presion

Se incluyé a 5 familias, con un total de 8 pacientes, todos ellos con delecion en PMP22 positiva.

Este grupo fue excluido del recuento total de pacientes con CMT.

4.5. Grupo de pacientes con EMG normal

De todos los pacientes remitidos como sospecha de neuropatia genética, en 7 casos el EMG fue
normal o inconcluyente. En un caso se testé el gen MPZ y en otro el gen PMP22, siendo ambos negativos.
Los genes para ataxia espinocerebelosa fueron negativos en otro caso cuyo diagndstico final fue el de

atrofia multisistema.

Al ser el resultado del EMG normal no se testd ningln gen en 4 casos y por el momento han

guedado a expensas de evaluar progresion clinica.



4.6. Grupo de pacientes con EMG no realizado

En este grupo fue especialmente dificil orientar el diagndstico genético, dado que no se disponia
del patréon de conduccién electrofisiolégico. En la mayor parte de los casos la no realizacion del EMG
respondia a la negativa por parte del paciente, al tratarse de una prueba molesta. En este grupo fueron
incluidos 5 casos. En un paciente (CMT no EMG-1) se estudié el gen PMP22 con resultado negativo. En
otro paciente (CMT no EMG-2) se testd el gen PMP22 y ademas el gen GJB1, siendo ambos negativos. Se
realizo el Panel 3 en un paciente (CMT no EMG-3) identificdndose una variante de significado incierto en
el gen MFN2 (c.1403G>A; p.Arg468His). En otros dos casos no se ha llegado a realizar ningin estudio

genético.

4.7. Otros diagndsticos

Entre los pacientes estudiados por sospecha de neuropatia hereditaria, hubo un total de 12 casos
en los que la polineuropatia formaba parte de un proceso neuroldgico mdas amplio. Entre ellos se incluyen:
Enfermedad de Fabry (1 caso), Adrenoleucomieloneuropatia (1 caso), PNP por enfermedad mitocondrial
asociada a oftalmoplejia externa progresiva (1 caso), PNP por déficit de Piruvato Deshidrogenasa (1 caso),
Ataxia de Friederich (1 caso), PNP sensitiva axonal (HSAN) de etiologia no filiada (6 casos), PNP de fibra

fina de etiologia no filiada (1 caso).

4.8. Casos perdidos

No se dispone de datos de evolucidn en un total de 7 casos. No fue posible localizar a una de las
pacientes con sospecha de CMT1-AR (CMT1 AR-4). Un paciente con sospecha de CMT2 (CMT 2-4) y otro

de HSAN pendientes de filiacién genética no han tenido seguimiento por ser extranjeros y no ser posible
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volver a contactar con ellos. Probablemente se encuentren fuera del pais o hayan cambiado sus datos de
contacto. En otros cuatro casos, dos con diagndstico de CMT 2 (CMT2 AD-3 y CMT2-10), uno con
diagndstico de HSAN, y otro con EMG no realizado en nuestro centro, pero con identificacion de una
variante en el gen MFN2 (CMT no EMG-2), estan realizando el seguimiento en el Hospital La Fe de

Valencia. Estos casos se incluyen dentro de los no filiados en su subgrupo correspondiente.

5. DESCRIPCION CLINICO-GENETICA DEL GRUPO CMT1 AUTOSOMICO DOMINANTE Y CASOS

ESPORADICOS

Una vez clasificados todos los pacientes de la muestra, se seleccioné a las 12 familias
diagnosticadas de Charcot-Marie-Tooth tipo 1 con patrén de herencia autosémico dominante y los 3 casos
esporadicos filiados. En este apartado se lleva a cabo la descripcion detallada de las familias en funcién

de la genética identificada.

5.1. Charcot-Marie-Tooth tipo 1A (duplicacion del gen PMP22)

Este es el grupo mas numeroso, en el que se incluyd a 10 familias, 9 con patrén AD y un caso
esporadico, correspondientes a un total de 28 pacientes. Dado que no todos los familiares afectos estaban
disponibles para su exploracion, se ha optado por una descripcion detallada del caso index. En la Tabla 12
se incluyen las caracteristicas clinicas y los resultados del estudio neurofisioldgico y genético de cada uno

de los pacientes incluidos.



Tabla 12

Descripcidn de los casos index de las familias estudiadas.

CASO iNDEX
VARIABLES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Variables generales y epidemioldgicas
Sexo M H H H H H M M M M
Edad actual (afios) 38 60 38 49 40 47 43 68 50 78
Eiigr:‘;"(’r::g'g; 2-10a  2-10a  31-40a 2-10a  2-10a  Indet. 2-10a  >40a 31-40a 2-10a
gﬁsi‘i:?a%igsg)"émc" 20 38 35 33 17 46 38 65 48 66
Zgzgt?czd(:‘ﬁg::;mo 33 56 36 47 36 46 39 65 48 66
?aeﬁtgasio diagndstico 13 18 1 14 19 0 1 0 0 0
Familiares afectos
(exceptuando caso 2 1 2 1 3 2 1 3 3 0
indice)
Tipo de herencia AD AD AD AD AD AD AD AD AD Novo
Comorbilidades No Si No No No No No Si No Si
Caracteristicas clinicas
BALANCE MOTOR
Facial 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Bulbar 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
MMSS proximal 5 5 5 4 5 5 5 4 5 5
MMSS distal 4 5 5 4 4 4 5 4 5 4
Interdéseos 4 5 5 4 3 5 4 4 5 5
Primer dedo 4 5 5 4 3 5 4 4 5 5
MMII proximal 5 5 5 4 5 5 5 4 5 5
MMII distal 3 5 5 4 4 4 4 3 4 4
Primer dedo 2 5 5 4 4 5 3 1 4 5
REFLEJOS
Bicipital 0 0 2 0 0 0 0 0 1
Tricipital 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Estiloradial 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Rotuliano 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aquileo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ATROFIA MUSCULAR
Interéseos Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Eminencia tenar Si Si Si Si No No Si No Si
MMSS distal Si Si Si Si Si Si Si No Si
Mdsculo pedio Si Si Si Si No Si Si Si Si
MMII distal Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si



MALFORMACIONES

RESULTADOS

Pies cavos Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Retraccion aquilea Si Si Si Si Si No Si Si Si Si
Mano garra No No No No No No No No No No
Dedo martillo No No No No Si No No No No No
Escoliosis No No No No No No No No No No
Otras No Si No Si No No No No No No
SENSITIVO
Hipoestesia tactil Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Hipostesia vibratoria Si Si Si Si Si Si Si Si Si
Hipoestesia dolorosa Si No Si No No No Si No Si
Eizgfi:?fwa i No i No No No si No si
OTROS SINTOMAS
Afectacién cognitiva No No No No No No No No No No
Degeneracion macular No No No No No No No No No No
Reactividad pupilar No No No No No No Si No No No
Atrofia optica No No No No No No No No No No
Nistagmo No No No No No No No No No No
Oculomotores No No No No No No No No No No
Atrofia lingual No No No No No No No No No No
Hipoacusia No No No No No No No No No Si
Disfonia No No No No No No No No No No
Disartria No No No No No No No No No No
Ataxia sensitiva No No No Si Si No No Si No Si
Piramidalismo No No No No No No No No No No
Cerebelo No No No No No No No No No No
Temblor Si No Si Si No No No No No Si
Calambres Si Si No Si Si No Si No No Si
Sintomas autonémicos No No No Si Si No Si Si No Si
Otros Si Si No Si No Si No Si Si Si
Escala funcional de la marcha

3 2 1 3 4 1 3 7 1 6
Funcionalidad

2 2 1 2 3 1 2 5 1 4
Variables neurofisioldgicas
EMG realizado Si Si Si No Si No Si Si Si Si
NCV nervio cubital 14m/s 20m/s 29m/s Desc. 25 m/s 21-25 21-25 26 m/s

grave m/s m/s

Resultados genéticos
PMP22 dup Si Si Si Si Si Si Si Si Si Si




NOTA: H: hombre; M: mujer; a: afios; Indet.: indeterminado; AD: Autosémico
Dominante; AR: Autosdmico Recesivo; Novo: caso esporadico o de novo; MMSS:
miembros superiores; MMII: miembros inferiores; EMG: Electromiograma; NCV: nerve

conduction velocity; PMP22: peripheral myelin protein 22.

En los arboles genealdgicos (Figura 12) se puede observar el patron de herencia

autosémico dominante en todas las familias, excepto un caso espordadico (Caso 10).

Figura 12

Grdficos de los drboles genealdgicos de las familias CMT1A incluidas en el estudio.
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NOTA: Cuadrados: hombres. Circulos: mujeres. Cuadrado y circulo tachado:
fallecido/a. El caso indice aparece marcado con una flecha. Los individuos con clinica y
exploracién neurolégica positiva a CMT son indicados en negro. Los miembros
probablemente afectos pero que no fueron explorados aparecen marcados como “?”.

Estos ultimos y los fallecidos no fueron incluidos en el recuento total de casos afectos.

Previamente al estudio estadistico, se ha comprobado que todas las variables cuantitativas,
excepto el tiempo en el retraso diagndstico, seguian una distribucion normal mediante la prueba de

Shapiro-Wilk.

Tabla 13

Pruebas de normalidad de las variables cuantitativas en funcion de las pruebas de Kolmogorov-

Smirnov y Saphiro Wilk.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Edad actual ,232 10 ,134 ,881 10 ,134
Edad de diagnéstico clinico ,163 10 ,200" ,936 10 ,510
Edad de diagndstico genético ,173 10 ,200" ,905 10 ,251
Retraso diagnédstico ,351 10 ,001 ,744 10 ,003
VCM del nervio cubital ,177 7 ,200" ,959 7 ,812

* Esto es un limite inferior de la significacion verdadera. a. Correccidn de significacion de Lilliefors.
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5.1.1. Variables generales

La muestra incluia un total de 10 casos indice, con igual distribucion entre hombres y mujeres (5
hombres y 5 mujeres, 50%). La edad media en el momento del estudio fue de 50.1 +/- 13.5 afios (rango

entre 38-78).

La mayor parte de los pacientes (60%) presento los primeros sintomas entre los 2 y los 10 afios.
En un 20% aparecieron entre los 31-40 afos, en 1 paciente a partir de los 40 afios, y otro fue incapaz de

precisar.

La edad media de diagndstico clinico fueron los 40.6 +/- 16.4 afios, y de diagndstico genético los
47.2 +/- 11.9 afos. La media de retraso diagndstico fue de 6.2 afios, con una amplia variabilidad de 6
meses a 19 afios. En dos casos (caso 6 y 8) se diagnosticd en una primera visita a partir de otro familiar

filiado genéticamente con anterioridad.

El nUmero de individuos afectados en cada familia fue variable. En total se identificaron 28 casos
correspondientes a 10 familias. En el 90% la herencia fue de tipo autosémico dominante. Un paciente
(caso 10) fue clasificado como caso Unico o esporadico al no presentar antecedentes familiares de

neuropatia hereditaria.

Un 30% de los casos index presentaba comorbilidades probablemente relacionadas con la edad
de los pacientes, siendo la diabetes mellitus la mas frecuente (casos 8 y 10). El caso 2 estaba diagnosticado

previamente de artritis reumatoide autoinmune y osteomielitis en 1°" dedo del pie.

En la siguiente tabla (Tabla 14) se resumen las caracteristicas generales del grupo de pacientes

con diagnéstico de CMT1A.



Tabla 14

Resultados descriptivos de las variables generales del grupo CMT1A.

VARIABLES GENERALES Y EPIDEMIOLOGICAS N (%)
Total de familias estudiadas 10
Total de pacientes 28
Sexo H:M (% de mujeres) 1:1 (50%)
Edad actual en afios (Media +/- desviacién tipica) 50,1 +/-13,5

Edad de inicio de los sintomas n (%)

Nacimiento 0 (0%)
Retraso del desarrollo motor (>18m) 0 (0%)
2-10 afios 6 (60%)
11-20 afios 0 (0%)
21-30 afios 0 (0%)
31-40 afios 2 (20%)
> 40 afios 1(10%)
Incapaz de precisar 1(10%)
Edad de diagnéstico clinico en afios (Media +/- desviacion tipica) 40,6 +/- 16,4
Edad de diagndstico genético en afios (Media +/- desviacion tipica) 47,2 +/-11,9
Media de retraso diagndstico en afios (Rango) 6,2 (0-19)

NOTA: H: hombre; M: mujer.

5.1.2. Variables clinicas

En lo referente a la sintomatologia motora, en ninguin paciente se observé afectacion de los pares
craneales, concretamente a nivel de la musculatura en territorio facial ni bulbar. De forma global, la
debilidad en extremidades fue leve a moderada, de predominio distal y en miembros inferiores. Solo un
20 % de los casos presentd una debilidad leve proximal. En miembros superiores se objetivd, en un 50-
60% de los casos, una paresia leve a moderada distal global, en interéseos y primer dedo. En miembros
inferiores, el 80% de los pacientes presentd una debilidad <4/5 distal y un 60% una paresia del primer

dedo, que incluso en el 10% de los casos llegd a ser grave. Asimismo, todos los pacientes (100%)
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presentaron una arreflexia global con todos los reflejos abolidos o disminuidos. Solo en un paciente (caso

3) el reflejo bicipital estaba conservado.

Esta debilidad se asocié al patron de atrofia muscular caracteristica de estos pacientes, llamativa
por su gravedad en comparacion con la debilidad muscular presente. Todos los casos presentaban
amiotrofia distal tanto en manos como en pies. Los musculos interdseos (100%), musculo pedio (80%) y

en menor medida la eminencia tenar (60%) fueron los mas afectados.

La presencia de malformaciones tales como los pies cavos y la retraccidon aquilea fueron
practicamente una constante. Solo un caso presentd pies planos (caso 2) y otro dedo en martillo (caso 5).

En ningun caso se describid escoliosis o mano en garra.

Con respecto a la sintomatologia sensitiva, todos los pacientes presentaban hipoestesia tactil y

vibratoria. La sensibilidad dolorosa y propioceptiva estuvo disminuida en el 40% de los casos.

Algunos individuos asociaron al fenotipo cldsico otros sintomas. El mas frecuente fue la presencia
de calambres, descrito en 6 pacientes (60%), seguido del temblor, en 4. La ataxia sensitiva se objetivd en
un 40%. En 3 de estos pacientes todas las sensibilidades estaban alteradas, pero en uno de ellos no se
observd hipoestesia propioceptiva ni dolorosa (caso 5). Un paciente refirié hipoacusia (caso 6) y en otro
la reactividad pupilar estaba disminuida (caso 7). Los sintomas autondmicos fueron también
relativamente frecuentes, apareciendo en el 50% de los casos. Se refirieron como estrefiimiento,
anhidrosis, disfuncion eréctil, frialdad fluctuante de extremidades, hipotensién ortostatica,
hipersudoracién y prurito en manos. En ningln caso se describié afectacion cognitiva, degeneracion
macular, atrofia dptica, nistagmo, afectacidon de los oculomotores, atrofia lingual, disfonia, disartria,
piramidalismo o afectacién cerebelosa. Un 70% de los pacientes presentd otros sintomas como anosmia
y ageusia (caso 1; 10%), mioquimias (caso 2; 10%), dificultad para iniciar el movimiento (caso 4; 10%),

mareo e inestabilidad (caso 6; 10%) y dolor (casos 6, 8, 9y 10; 40%).



La deambulacién era auténoma en el 70% de los pacientes, de los cuales el 57% presentaban
alguna limitacién. En un paciente la movilidad estaba disminuida por la presencia de calambres y fatiga, y
3 eran incapaces de correr. Un 10% de los pacientes andaba con dificultad pero sin ayuda, otro 10%
precisaba de apoyo uni o bilateral y el 10% restante solo podia ser desplazado mediante silla de ruedas.
Finalmente, esto se tradujo en una funcionalidad normal en un 30% de los casos; funcionalidad disminuida
con tropiezos, pie caido y dificultades manipulativas en un 40%; necesidad de ortesis y dificultades a la
hora de escribir y abotonarse en un 10%; bastdon, andador o cirugia de tobillo en otro 10%; y

desplazamientos con silla de ruedas y afectacién proximal en el 10% restante.

5.1.3. Variables neurofisiolégicas y genéticas

El estudio neurofisioldgico se realizd en el 80% de los casos. Todos ellos presentaron unas
velocidades de conduccidon motora en rango desmielinizante. La MNCV del nervio cubital media fue de
22,28 +/- 4,8 m/s. En el caso 4 y 6 no se solicitd el electromiograma porque se disponia de un estudio

genético positivo.

En todos los casos se confirmé la presencia de la duplicacion 17p del gen PMP22, bien

directamente o gracias al resultado de un familiar directo (casos 6 y 8).

En la siguiente tabla (Tabla 15) se describe de forma detallada todas las variables clinicas y

neurofisioldgicas del grupo CMT1A.
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Tabla 15

Resultados descriptivos de las variables clinicas, neurofisioldgicas y genéticas del grupo CMT1A.

CARACTERISTICAS CLINICAS N (%)
BALANCE MOTOR (debilidad <4)

Facial 0 (0%)
Bulbar 0 (0%)
MMSS proximal 2 (20%)
MMSS distal 6 (60%)
Interdseos 5 (50%)
Primer dedo 5 (50%)
MMII proximal 2 (20%)
MMII distal 8 (80%)
Primer dedo 6 (60%)
REFLEJOS (hipo-arreflexia)

Bicipital 8 (80%)
Tricipital 9 (90%)
Estiloradial 9 (90%)
Rotuliano 9 (90%)
Aquileo 9 (90%)

ATROFIA MUSCULAR

1 caso perdido

Interdseos 10 (100%)
Eminencia tenar 6 (60%)
MMSS distal 8 (80%)
Musculo pedio 8 (80%)
MMII distal 10 (100%)
1 caso incompleto
MALFORMACIONES
Pies cavos 10 (100%)
Retraccion aquilea 9 (90%)
Mano garra 0 (0%)
Dedo martillo 1(10%)
Escoliosis 0 (0%)
Otras 2 (20%)
SENSITIVO
Hipoestesia tactil 10 (100%)
Hipostesia vibratoria 9 (90%)
Hipoestesia dolorosa 4 (40%)
Hipoestesia propioceptiva 4 (40%)

1 caso incompleto



OTROS SINTOMAS

Afectacion cognitiva 0 (0%)
Degeneracién macular 0 (0%)
Reactividad pupilar 1(10%)
Atrofia optica 0 (0%)
Nistagmo 0 (0%)
Oculomotores 0 (0%)
Atrofia lingual 0 (0%)
Hipoacusia 1(10%)
Disfonia 0 (0%)
Disartria 0 (0%)
Ataxia sensitiva 4 (40%)
Piramidalismo 0 (0%)
Cerebelo 0 (0%)
Temblor 4 (40%)
Calambres 6 (60%)
Sintomas autondmicos 5 (50%)
Otros 7 (70%)
ESCALA FUNCIONAL
Movilidad normal 3 (30%)
Movilidad normal, pero con calambres y fatiga 1(10%)
Movilidad normal, pero incapaz de correr 3 (30%)
Anda dificil, pero posible sin ayuda 1(10%)
Anda con baston 0 (0%)
Anda con muletas 1(10%)
Silla de ruedas 1(10%)
Encamado 0 (0%)
FUNCIONALIDAD
Movilidad normal 3 (30%)
Tropiezos, pie caido, dedos en martillo, dificultades manipulativas 4 (40%)
Ortesis, incapaz de abotonarse, puede escribir 1(10%)
Precisa de bastén, andador, cirugia de tobillo, no puede escribir 1(10%)
Silla de ruedas, afectacién proximal 1(10%)
EMG
MNCV del nervio cubital (Media +/- desviacion tipica) 22,28 +/-4,8
1 caso incompleto
y 2 perdidos
PMP22 dup 10 (100%)

NOTA: MMSS: Miembros superiores; MMIl: miembros inferiores; EMG:
Electromiograma; MNCV: motor nerve conduction velocity; PMP22: peripheral myelin

protein 22.
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5.1.4. Casos perdidos

En algunos pacientes no se pudieron completar los datos tales como la exploraciéon de los reflejos,
en el caso 9, exploracién completa de la atrofia muscular, en el caso 5 y exploraciéon completa de la
sensibilidad, en el caso 1. En los casos 4 y 6 no se realizd el estudio neurofisiolégico y en el caso 5 fue

incompleto.

5.2. Charcot-Marie-Tooth tipo 1B (mutacion del gen MPZ)

En este grupo se incluye a una familia en la que un solo miembro estaba afectado (Figura 13, 11.2).
Este caso fue diagnosticado en 1990 en el Hospital La Fe de Valencia como neuropatia hereditaria motora
y sensitiva desmielinizante por una mutacién puntual del gen MPZ correspondiente con el subtipo CMT
1B. La paciente tenia 30 afios de edad. Se realizé el estudio en sus dos hijos, con resultado negativo. El

seguimiento posterior se ha llevado a cabo de forma conjunta entre el Hospital La Fe y nuestro servicio.

A lo largo de su evolucidn se ha observado un deterioro muy significativo de la movilidad. En el
momento actual la paciente presenta una tetraparesia moderada 2-3/5 proximal y grave 0-1/5 distal, con
mayor destreza en la mano derecha, por lo que precisa de una silla de ruedas adaptada para todos sus
desplazamientos. Se objetiva en la exploracion una amiotrofia global, manos en garra y escoliosis,
abolicién de reflejos de forma universal e hipoestesia distal. Durante el seguimiento aparecieron otros
sintomas como una diplopia binocular por paresia del recto interno del ojo derecho, nistagmo horizontal
a la izquierda, paresia facial izquierda, fatiga, disnea y disartria. Fue estudiada en el Hospital La Fe
descartandose la asociacion de una miastenia gravis (estudio neurofisioldgico y anticuerpos anti receptor
de acetilcolina negativos). Se atribuyeron estos sintomas al CMT. Ademas, se diagnosticé un cavernoma

en lébulo frontal derecho que se mantuvo estable en los controles y episodios de irritabilidad y alteraciéon



del lenguaje con posterior bradipsiquia, sugestivos de crisis epilépticas focales que han mejorado tras el

inicio de tratamiento con levetiracetam.

Figura 13

Arbol genealdgico de la familia CMT1B
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NOTA: Cuadrados: hombres. Circulos: mujeres. Cuadrado y circulo tachado:
fallecido. El caso indice aparece marcado con una flecha. Los individuos afectados

aparecen marcados en negro.

5.3. Charcot-Marie-Tooth tipo 1A por mutacién puntual en PMP22

El paciente (Figura 14, 11.3) acudié inicialmente a la consulta de neurologia por una ataxia de la
marcha desde la infancia. No fue capaz de andar de forma auténoma hasta la edad de 2 afios y
posteriormente tuvo que someterse a cirugias correctoras de pie cavo a los 8 y 14 afios. La progresion del
déficit motor habia sido lenta. De hecho, el paciente era capaz de realizar algunos ejercicios como la
natacion o ciclismo, pero para andar precisaba de al menos un apoyo. Su padre (I.2) y hermana (l.2)

estaban sanos; su madre (I.1) habia fallecido siendo joven, pero no recordaban problemas para la marcha.
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En su primera valoracién en la consulta de neurologia a la edad de 28 afios se orientd el cuadro como una
ataxia espinocerebelosa. En la exploracidn el paciente presentaba una alteracion del seguimiento ocular,
nistagmo a la derecha, dismetria en miembros superiores, debilidad de predominio distal 4/5 en las 4
extremidades, amiotrofia distal, arreflexia global, pies cavos, retraccién aquilea e hipoestesia distal
moderada en miembros superiores y muy marcada en miembros inferiores, con marcha atdxica sensitiva
y pie caido bilateral. En la evolucién habia ido empeorando y se habia asociado al cuadro hipoacusia,
incontinencia urinaria y frialdad cutdnea. Se encontraba en seguimiento por cardiologia por hipertrofia
cardiaca ventricular sin alteracién de la conduccidn nerviosa. El estudio analitico completo fue normal y
la resonancia magnética no mostraba signos de atrofia cerebelosa. Se realizé un estudio electromiografico
en el que se describia una polineuropatia desmielinizante muy grave. El estudio genético de ataxia de

Friederich y de ataxias espinocerebelosas fue negativo.

Figura 14

Arbol genealdgico de la familia CMT1 por mutacién puntual en PMP22.
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Dada la evolucidn y ante el cuadro clinico compatible con una probable neuropatia genética, se
decidié ampliar el estudio con el andlisis de los genes PMP22, MPZ, EGR2 y PRX identificAndose una
mutacion novel en el gen PMP22 c.49 54delGTGCTG (pVall7_Leul8del) en heterocigosis. Tras su andlisis
en bases de datos y predicciones in silico se consideré la variante como probablemente patogénica. El
estudio de segregacion se realizd analizando la mutacién en su hermana asintomatica con resultado

negativo, apoyando la probable patogenicidad de la mutacidn descrita en el paciente.

5.4. Familia CMT1 AD-1: mutaciéon novel en EGR2 (P397H) asociada al polimorfismo LITAF (T49M)

(ANEXO)

La primera paciente de esta familia que fue examinada fue una mujer de 54 afos (Figura 15, 111.5).
Habia sido diagnosticada de polineuropatia sensitivo-motora con valores de conduccidn con
predominancia desmielinizante a la edad de 47 afios. En la exploracidn presentaba amiotrofia distal en las
4 extremidades con debilidad asociada, hipoestesia distal, pie cavo y retraccién aquilea. Se realizé un
estudio genético con el Panel 1 en el cual se identificd una nueva mutacién en el gen EGR2 (P397H) y el
polimorfismo T49M en el gen LITAF descrito previamente como no patogénico (Beauvais et al., 2006; Saifi

et al., 2005).

Se llevé a cabo un estudio de segregacion con el resto de los familiares disponibles con el fin de
determinar la mutacién causal. Se realizd un examen clinico a todos ellos, un estudio EMG al padre, al
hermano y al primo por parte paterna y un analisis de las mutaciones descritas en todos. El padre (II.5),
gue presentaba sintomas cldsicos de CMT1 y un estudio EMG compatible con polineuropatia mixta
crénica, era portador de la variante P397H en EGR2 en heterocigosis y también era portador del
polimorfismo T49M en LITAF. Su hermano (lIl.6), asintomatico y con EMG normal, era portador del

polimorfismo T49M en LITAF en heterocigosis, pero no de la mutacién en EGR2. Su hijo (IV.1),
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asintomatico, también era portador solo del polimorfismo en LITAF en heterocigosis. Su primo (l11.3),
asintomatico y con estudio EMG practicamente normal, solo portaba la variante en EGR2 P397H en
heterocigosis, pero no la mutacion en LITAF. Su madre (lI.6) e hija (IV.2), asintomaticas, no portaban

ninguna mutacion.

Figura 15

Arbol genealdgico de la familia CMT1 AD-1.
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azul. Los individuos con la mutacién LITAF T49M positiva son indicados con un recuadro
superior rojo. Los miembros probablemente afectos pero que no pudieron ser explorados

aparecen marcados como “?”.

De esta forma se llegé a la conclusion de que solo los individuos que portaban ambas mutaciones

desarrollaban la enfermedad. Se realizd una serie de ensayos funcionales de laboratorio para evaluar el



efecto de las mutaciones en la estructura y funcidn de la proteina resultante y, en ultima instancia, en la
funcién del nervio periférico. La descripcidon de estos se encuentra de forma detallada en el ANEXO de

este trabajo. Describimos aqui los resultados generales.

Se decidid iniciar el estudio con el analisis del gen EGR2, ya que, aunque la mutacién era novel,
otras mutaciones en este gen han sido descritas en relacion con CMT (Warner et al., 1999). EGR2 es un
factor de transcripcién que contiene tres dedos de zinc capaz de activar el programa de mielinizacién en
las células de Schwann. La mutacién encontrada da lugar a un cambio en la prolina 397, un residuo muy
conservado evolutivamente, que se sitla entre dos dedos de zinc y podria ser importante para la funcion

de este factor de transcripcion.

Con el fin de determinar si la mutacidn alteraba la estabilidad y la localizacién de la expresién del
polipéptido de EGR2, se insertd la mutacion en el cDNA que codifica para esta proteina y se transfecté en
células HEK293 y en células de Schwann. En los estudios de Western blot y en los de inmunofluorescencia
se pudo observar que la mutacién no alteraba la estabilidad de la proteina y tampoco su localizaciéon
subcelular. Sin embargo, los estudios de actividad de luciferasa demostraron una clara disminucién de la
actividad transcripcional del EGR2 mutado al compararlo con la forma silvestre. Esto no se debia a una
unién defectuosa al ADN, tal como demostraron los estudios de unién al ADN in vitro y los ensayos de

inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP, del inglés chromatin immunoprecipitaton assays).

El siguiente paso fue estudiar el gen LITAF y cdmo podia influir el polimorfismo T49M en la clinica
objetivada. Publicaciones previas de otros autores han postulado que el gen LITAF podria actuar como
factor de transcripcidon (Samuel M. Lee et al., 2011). Sin embargo, en nuestro estudio esto no pudo ser
demostrado, ya que LITAF no fue capaz de inducir la transcripcion de PMP22 y tampoco la actividad
transcripcional de EGR2 en las células HEK293 que fueron transfectadas con plasmidos del gen LITAF

humano no mutado. Se descartd también la posibilidad de que hubiera una interaccién directa entre las
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proteinas de LITAF y EGR2 mediante estudios de coinmunoprecipitacidn. Sin embargo, en estos ultimos
se observo que el péptido LITAF se expresaba menos en las células HEK293 transfectadas con la mutacion,
sugiriendo una pérdida en la estabilidad de la proteina. Para comprobar este efecto se realizaron estudios
de Western blot e inmunofluorescencia en los que se transfectaron células de Schwann y células RT4D6
de Schwannoma con LITAF T49M, observando también una disminucion de los niveles de expresidn de la
proteina comparado con las células portadoras de LITAF no mutado. Estos resultados apoyaban la idea de

gue una disminucion en la estabilidad de la proteina era compatible con una disminucidn de su funcién.

La funcién de LITAF es, sin embargo, desconocida. Segun algunas publicaciones se supone que
interviene en el sistema de endocitosis de las células de Schwann, incluido el sistema de la neuregulina 1-
erbB (NRG1-erbB) (Lee et al., 2012). Las sefiales procedentes de este sistema promueven la expresion de
determinados factores de transcripcion incluyendo EGR2 (Arthur-Farraj et al., 2011). Estudios previos han
descrito que la disminucidn de la funcidn de LITAF da lugar a una desregulacion del sistema de sefializacion
NRG1-erbB en las células de Schwann (Lee et al., 2012). Por tanto, nuestra hipdtesis es que, en los
pacientes heterocigotos compuestos a ambas mutaciones, la reduccion de la funciéon producida por la
mutacién T49M en LITAF interferiria en la correcta sefializacion del sistema NRG1-erbB en las células de
Schwann, reduciendo a su vez la expresién del gen EGR2 mutado, el cual presenta ya en si mismo una
actividad transcripcional deficiente, alterando asi el desarrollo de la mielina y en Ultima instancia la

funcion del nervio.

Nuestra hipétesis final no ha podido ser confirmada, ya que los estudios necesarios no han sido

desarrollados debido a su complejidad y al encontrarse fuera del objetivo final de este proyecto.



5.5. Familia CMT1 AD-2: variantes de significado incierto

La paciente inicialmente estudiada en esta familia fue una mujer diagnosticada de polineuropatia
desmielinizante crénica a la edad de 47 afios (Figura 16, l1l.1). Los sintomas se habian iniciado unos 5 afios
antes en forma de sensacién de acorchamiento, calambres y hormigueos a nivel distal en las 4
extremidades, sin déficit motor ni dolor neuropatico asociado. Durante toda la evolucidn la progresién
habia sido escasa y los sintomas no interferian en sus actividades diarias. En la exploracion neuroldgica se
objetivé una hipoestesia distal tactil en miembros inferiores, atrofia en musculos interéseos de las manos
y de la musculatura peroneal distal, arreflexia aquilea y pies cavos. La madre (11.2) y el hijo (IV.1) de la
paciente fueron examinados y se pudo comprobar que presentaban sintomas y signos clinicos
compatibles con una polineuropatia hereditaria. No se les realizé estudio neurofisiolégico. La tia (Il.1) y la

abuela (I.1) de la paciente, ya fallecidas, también presentaban un fenotipo similar segun los familiares.

Figura 16

Arbol genealdgico de la familia CMT1 AD-2
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positiva aparecen marcados en negro. Los miembros probablemente afectos pero que no

pudieron ser explorados aparecen marcados como “?”.

Tras descartar causas de polineuropatia adquirida mediante un estudio analitico extenso se
realizaron unos primeros analisis genéticos. Se testaron los genes PMP22, MPZ y GJB1 sin encontrar
mutaciones. Se remitio a la paciente a la Unidad de Neuromuscular del Hospital La Fe, donde se realizé el
estudio genético mediante el Panel 3. Como se ha descrito previamente, se identificd una probable
duplicacién en el gen MME en heterocigosis, sin especificarse exactamente de cual se trataba en los
informes genéticos remitidos. Para su caracterizacion, se realizé un estudio de cribado de CNVs mediante
la secuenciacién masiva de 200 genes relacionados con neuropatias, entre los cuales se encontraba MME.
El resultado fue negativo, descartando la presencia de esta probable duplicacién, por lo que no se

realizaron mas estudios en relacién con este gen.

Se identific6 también una mutacién en el gen ERBB4 ¢.3425G>A (p.Argl1142GIn) no descrita
previamente. Tras ello se decidio realizar un estudio de segregacion incluyendo a la madre e hijo afectados
y al padre e hija sanos. La mutaciéon en el gen ERBB4 fue confirmada en la paciente y en su madre, pero

no en su padre, ni en el hijo ni en la hija, por lo que se descarté como causa de la enfermedad.

5.6. Familia CMT1 AD-3: estudio genético negativo

En esta familia de etnia gitana se estudiaron dos individuos por separado, el caso indice (Figura

17, 111.2) y su tio paterno (11.8).

El tio del caso indice (11.8) pertenecia a una fratria de 11 hermanos. Dos de ellos, él y el padre del

caso principal (11.6), presentaban claros signos de neuropatia genética, y el resto pies cavos y dificultad



para caminar. Fue valorado en la consulta de neurologia a la edad de 44 afios, donde referia una clinica
de dolor neuropatico grave crénico en los pies, torpeza al caminar y caidas de unos afos de evolucidn sin
un claro déficit motor, asi como hipoacusia. En la exploracidn presentaba fuerza conservada en miembros
superiores y leve debilidad 4+/5 en los pies, hipoestesia en miembros inferiores, arreflexia en aquileos e
hiporreflexia del resto, pies cavos y retraccidén aquilea. Referia episodios de depresién recurrentes desde
la juventud que habian sido valorados por psiquiatria. Se realiz6 un estudio neurofisiolégico que
confirmaba la presencia de una polineuropatia sensitiva axonal leve en miembros inferiores y miembro
superior derecho. El paciente presentaba antecedentes de diabetes mellitus que podian interferir en los
resultados del EMG. Pero dados los antecedentes y ante la posibilidad de una neuropatia genética, se

decidié ampliar el estudio mediante el Panel 2 especifico de etnia gitana cuyo resultado fue negativo.

Figura 17

Arbol genealdgico de la familia CMT1 AD-3
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Simultdaneamente se estaba llevando a cabo el estudio del caso indice (lIl.2). Este paciente
presentaba una clinica mas grave. Desde la edad de 5 afios se habia observado una dificultad en la
deambulacidn y caidas frecuentes, a las que se afiadié torpeza en las manos a partir de los 12 afios. Fue
intervenido de labio leporino en la infancia. En la exploracién neurolégica a los 25 afios destacaba una
importante amiotrofia generalizada, manos en garra, pies cavos y retraccion aquilea, disfonia, debilidad
distal con fuerza 3-4/5 en manos y 2/5 en pies, arreflexia e hipoestesia global en miembros inferiores.
Precisaba de férulas inmovilizadoras planas en los pies y farmacos analgésicos por dolor dorsolumbar
secundario a la debilidad muscular. Sus padres eran consanguineos en segundo grado (primos segundos).
Tenia un hermano con sintomas leves que no se llegd a examinar. Estaba casado con una mujer no
consanguinea y sus tres hijas no presentaban sintomas, aunque se encontraban aun en edad infantil.
Disponia de un estudio neurofisioldgico realizado en la adolescencia donde se describia una
polineuropatia sensitivo-motora créonica desmielinizante. El estudio genético inicial del gen PMP22 habia
sido negativo. Dado que se conocia el resultado negativo del panel genético realizado en su tio, se decidio
ampliar el estudio con el Panel 1.1 con resultado también negativo. Por tanto, no se dispone de genética

identificada en esta familia.
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V. DISCUSION

1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

En este estudio realizamos una seleccidn de todos los pacientes con sospecha de neuropatia
genética del area de salud correspondiente al Hospital General de Alicante entre enero de 2015 y junio
de 2018, seguida de su descripcidn genética. De toda la muestra, nos centramos en los casos CMT1 con

patrén autosémico dominante y los casos esporddicos para su andlisis detallado.

Los estudios epidemiolégicos en esta enfermedad son dificiles de comparar entre si debido a las
discrepancias en la metodologia y a las caracteristicas propias de cada poblacidn (Barreto et al., 2016). La
seleccion de los pacientes, el nUmero de familiares explorados, los grupos incluidos y la disponibilidad del
diagndstico molecular puede llegar a ser muy diferente entre si. El registro de estos datos varia en funcion
de si el estudio se realiza en un centro terciario, un centro especializado de referencia o si se basa en las
muestras para analisis genético remitidas (Barreto et al., 2016). Por otra parte, la localizacién geografica
y las caracteristicas socioculturales de la poblacidn pueden afectar a la homogeneidad de la muestra,
influyendo asi en los resultados epidemiolédgicos (Dubourg et al., 2006; Fridman et al., 2015; Lousa et al.,
2019). A la hora de analizar los diferentes estudios debemos tener en cuenta todos estos factores y

evaluar cdmo compararlos con los resultados obtenidos.

1.1. Frecuencia relativa

Como se ha explicado previamente, los pacientes fueron clasificados inicialmente en funcién del

patrén desmielinizante, axonal o intermedio y se calculd su frecuencia relativa.



En la mayoria de los estudios, la forma CMT1 es la mas habitual, con una frecuencia que oscila en
torno al 50-60%. De esta forma, Murphy et al (2012) y Foley et al (2012) encontraron en Inglaterra una
frecuencia del 56.5% y del 51.6% de CMT1 respectivamente. En EEUU (Saporta et al., 2011), Italia (Lorefice
et al., 2017; Manganelli et al., 2014) y Alemania (Gess et al., 2013; Rudnik-Schéoneborn et al., 2016) el
resultado fue bastante similar. En algunos paises la prevalencia llegd a ser incluso superior, como en
Hungria, donde CMT1 se correspondid con el 77% de los casos (Milley et al., 2018), y en Islandia, con el
84% (Gumundsson et al., 2010). En estos estudios la prevalencia de CMT2 fue menor, oscilando desde el
12.2% al 28% de los casos, aunque debemos tener en cuenta que en algunos de ellos se incluyeron otros

grupos como las formas CMTI y HNPP.

Otros autores han encontrado prevalencias practicamente iguales entre CMT1 y CMT2 (Braathen,
2012). Sin embargo, Mattila et al. (2017) describid en Finlandia una mayor prevalencia del tipo CMT2, que
afectaba al 66.6% de la muestra en comparacién con el 19.9% de los casos CMT1, probablemente debido

a una mutacién fundadora en el gen GADP (Auranen et al., 2013) en su forma axonal.

En nuestro pais se han dado todos estos escenarios. El primer estudio publicado en Cantabria
(Combarros et al., 1987) describié una distribucidn fenotipica similar entre CMT1 (54%) y CMT2 (46%). Sin
embargo, aunque en el porcentaje global con todos los pacientes incluidos predominara el tipo CMT1, el
numero de familias CMT2 fue mayor (11 CMT1 vs 13 CMT2). En Valencia (Sivera et al., 2013) la situacion
fue diferente, con un predominio de la forma CMT1 correspondiente al 62.8% de la muestra, lo cual se
acentud aun mas en la Isla de Gran Canaria (Lousa et al., 2019) con un 78.5% de los casos afectados por
CMT1 frente al 3.9% de los casos CMT2. Es probable que en este uUltimo caso se debiera a la mayor

homogeneidad de la poblacién al tratarse de una isla y a una mayor prevalencia de casos CMT1A.

En nuestra casuistica, practicamente ambos grupos presentaron la misma prevalencia, con una

frecuencia de CMT1 (45.2%) y de CMT2 (42.9%) similar. Hemos de valorar que en nuestro estudio se
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incluyé un grupo mas, el CMTI, que representd el 11.9% de la muestra. Los estudios espaioles no lo
incluyeron, pero si ha sido descrito en otras publicaciones internacionales con resultados dispares
(Braathen, 2012; Foley et al., 2012; Marttila et al., 2017; Murphy et al., 2012). Estos resultados evidencian
la variabilidad en la prevalencia que puede presentar esta enfermedad en funcion del drea geografica que

se estudie, incluso dentro de un mismo pais.

Otro elemento que se valoré en nuestro proyecto a la hora de calcular la frecuencia relativa de
cada grupo fue el patrén de herencia. Hasta donde se ha podido revisar la literatura, son pocos los
articulos en los que se realiza esta distincidn y las metodologias empleadas en su andlisis son
tremendamente variables. En la mayor parte de los estudios, el patrén mds frecuente es el autosdmico
dominante, tanto en las formas desmielinizantes como axonales (Milley et al., 2018; Sivera et al., 2013).
Sin embargo, los individuos esporadicos pueden llegar a representar hasta el 21-49% de los casos
(Manganelli et al., 2014; Marttila et al., 2017; Milley et al., 2018; Sivera et al., 2013), e incluso sobrepasar

en ocasiones el tipo AD (Milley et al., 2018; Rudnik-Schéneborn et al., 2016).

En nuestro proyecto se calculd el porcentaje de cada CMT y su tipo de herencia con respecto a
toda la muestra, siendo el patrén autosdmico dominante el mas frecuente en las formas desmielinizantes
(16.9% del total, 63.2% del grupo CMT1) tal y como se ha descrito en la mayoria de los estudios. Los casos
esporadicos o Unicos fueron los mas frecuentes en las formas axonales (19.7% del total, 77.8% del grupo

CMT2).

Al tener en cuenta Unicamente los pacientes incluidos en el grupo CMT y adaptar nuestros datos
a la metodologia utilizada en diferentes estudios publicados, observamos un porcentaje de casos
esporadicos total (40.5%) similar a los descritos por estudios realizados en Hungria (Milley et al., 2018) y
Alemania (Rudnik-Schéneborn et al., 2016). Los casos esporadicos son realmente muy importantes

porque pueden representar casos autosémicos recesivos o una mutacion de novo que puede comportarse



como autosémica dominante. Es probable que el elevado ndimero de casos Unicos en nuestro estudio se
deba a la dificultad para explorar a los familiares del caso indice, lo cual limita las posibilidades de
confirmar el patron de herencia. A esto habria que afiadir la peculiaridad propia de nuestra poblacién, con

una mayor tasa de etnia gitana y de consanguinidad (Fridman et al., 2015).

1.2. Exito diagnéstico

A partir de la era del diagnéstico molecular y de su mayor accesibilidad en todos los hospitales,

las probabilidades de filiacién genética de los pacientes han aumentado considerablemente.

En una revisidn realizada por la Inherited Neuropathy Consortium (Fridman et al., 2015) en la que
se incluyeron los datos de 10 centros en Estados Unidos, 1 en Inglaterra, Italia y Australia, se calculd que
en un 60.4% de los casos se habia llegado al diagndstico genético, similar a los porcentajes que se habian
obtenido en las series publicadas hasta el momento (Gess et al., 2013; Marttila et al., 2017; Milley et al.,
2018; Murphy et al., 2012; Saporta et al., 2011). El tipo CMT1 presentaba unas tasas de éxito diagndstico
superiores al resto de grupos de hasta el 91%, en comparacion con el 43% del tipo CMT2. Este fenédmeno
se observé también en el resto de los estudios, con mayor o menor proporcion entre los grupos, pero
siempre con una probabilidad de diagndstico superior en los casos CMT1 y autosémicos dominantes. Los
pacientes evaluados en centros de referencia en enfermedades neuromusculares fueron los que
presentaron una mayor probabilidad de diagnéstico genético (Fridman et al., 2015; Murphy et al., 2012;

Sivera et al., 2013).

El estudio realizado en Valencia presentd unas tasas de éxito bastante superiores llegando a ser

del 83% (95.6% en CMT1, 62.3% en CMT2)(Sivera et al., 2013). Es probable que esta alta tasa de
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diagnodstico se viera incrementada al ser un centro de referencia y al uso de paneles genéticos muy

completos en la mayoria de sus pacientes.

En nuestro estudio, la tasa de éxito diagndstico genético en los pacientes con CMT confirmado
clinica y electromiograficamente se calculé en el 50%, inferior a la descrita en la mayor parte de las
publicaciones. Al igual que en todas las series, el grupo CMT1 fue el que presentd unas tasas superiores
de diagndstico (78.9%), sobre todo en las formas AD y en los casos esporadicos. En el grupo CMT2 el éxito
fue minimo (5.55%) ya que solo un paciente fue diagnosticado. Esto puede ser debido al alto nimero de
casos Unicos y a que en las formas axonales las tasas de éxito diagndstico son menores. Al no ser un centro
de referencia, el estudio genético fue dirigido a unos determinados genes seguin los algoritmos
establecidos, lo cual podria disminuir la probabilidad de filiacion genética. Solo se usaron paneles

genéticos en un tercio de los pacientes y de forma muy seleccionada.

El grupo CMTI es raramente referenciado (Murphy et al.,, 2012), con unas tasas de éxito
diagnodstico en torno al 60%, intermedias precisamente entre CMT1 y CMT2. Sin embargo, en nuestro
estudio los resultados fueron excelentes y todos los pacientes pudieron ser filiados. Es probable que esto
se deba a que la mayoria de los pacientes presentaban un patrén de herencia ligado al X, lo cual fue un

dato clave a la hora de orientar el estudio genético, y al uso de panel genético en el caso esporadico filiado.

En la siguiente tabla (Tabla 16) se realiza una comparativa entre nuestra muestra y diferentes

estudios epidemioldgicos incluyendo la distribucidn fenotipica y el éxito diagndstico global.



Tabla 16

Comparativa de estudios epidemioldgicos en Charcot-Marie-Tooth.

Ne DE DISTRIBUCION EXITO
AUTOR Y ANO PAIS PACIENTES FENOTIPIFA DIAGNOSTICO
(N familias) (frecuencia GLOBAL
relativa) POR FORMAS
Inherited US, UK, ltalia, Australia 1427 CMT1:66.77 % 60.4 %
Neuropathies (Centros de referencia en  pacientes CMT2: 16.6 % CMT1:91.2 %
Consortium Neuromuscular) CMT4: 2.59 % CMT2:43 %
(Fridman et al., 2015) CMT1X: 7.5 %
HMN: 3.29 %
HSN: 3.71 %
HNPP: 2.52 %
Saporta et al, 2011 us 787 CMT1: 55.2% 67%
(Wayne State University, pacientes CMT2:12.2% CMT1 AD: 98.2%
Detroit) CMT4: 0.9% CMT2 AD: 34.4%
Muphy et al, 2012 UK 425 CMT1: 56.5% 62.6%
Londres pacientes CMT2: 27.1% CMT1: 80.4%
(Centro de referencia en CMTI: 15.6% CMT2: 25.2%
Neuromuscular) No-clas: 1.9% ICMT: 59.7%
Murphy et al, 2012 UK 1182 CMT1:37.7% 37.7%
Londres pacientes CMT2: 28.3% CMT1: 60.3%
(Diagnostico molecular) CMTI: 0.4% CMT2: 13.1%
No-clas: 32% ICMT: 21.7%
No-clas: 33.9%
Gess et al, 2013 Alemania 589 CMT1: 60% 58%
(Universidad de pacientes CMT2: 26% CMT1: 66%
Muenster) HNPP: 14% CMT2: 35%
HNPP: 64%
Marttila et al, 2017 Finlandia (Northern 107 CMT1: 19.9% 55%
Ostrobothnia) pacientes CMT2: 66.6% No especificado por
(78 familias) CMTI: 14.14% formas
Milley et al, 2018 Hungria 531 CMT1: 77% 59.9%
pacientes CMT2: 23% CMT1: 67.2%
CMT2: 34.4%
Sivera et al, 2013 Espafia (Valencia) 438 casos CMT1: 62.8% 83.3%
(Centro de referencia en index CMT2:37.2% CMT1: 95.6%

Blanco et al, 2021.
(presente)

Neuromuscular)

Espafia (Alicante)

93 pacientes
(42 familias)

CMT1: 45.2%
CMT2: 42.9%
CMTX: 9.52%
CMTI: 2.38%

CMT2: 62.6%

50%

CMT1: 78.95%
CMT2: 5.55%
CMTI: 100%
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NOTA: Se incluyen los datos referidos al éxito diagndstico y a la distribuciéon
fenotipica descrita en cada estudio. Algunos datos se han adaptado para la tabla
comparativa. Pueden observarse las diferencias a la hora de clasificar los grupos. No-clas:

No clasificados.

Todas estas diferencias se desprenden tanto de las variaciones en la metodologia utilizada, como
en la heterogeneidad de la enfermedad y de las poblaciones, indicando que los estudios epidemioldgicos

son fundamentales con el fin de poder desarrollar estrategias especificas de diagndstico genético.

2. PREVALENCIA DE LA ENFERMEDAD DE CMT EN EL DEPARTAMENTO DE SALUD 19

Como sabemos, la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth es la neuropatia genética mas frecuente.
Numerosos estudios en diferentes paises han calculado la prevalencia en su territorio, estableciendo un
rango que va desde 4.9 (Davis et al., 1978) a 82.3 (Braathen, 2012) casos por 100000 individuos. Esta
variabilidad se explica por las diferencias metodoldgicas entre las publicaciones y las caracteristicas
geograficas y sociales de cada muestra. Los diferentes contextos genéticos, determinados por la mayor

presencia de determinadas etnias y la aparicién de mutaciones fundadoras, influyen en los datos totales.

Diversos estudios realizados en los paises ndrdicos describieron un amplio rango de prevalencias
precisamente por estas razones. En Noruega (Braathen, 2012) se estimo la prevalencia mas alta referida
hasta la fecha con 82.3 casos por cada 100000 habitantes, mientras que en la vecina Finlandia (Marttila
et al., 2017) fue de 36.4. En ambos paises el sistema de recogida de la informacién del sistema de salud
es similar y geograficamente son colindantes. Pero Finlandia es un pais aislado de Noruega por las
diferencias lingtisticas y en este ultimo se llevd a cabo un estudio muy meticuloso de todos los familiares

del caso index afectados de CMT. En el resto de paises vecinos la prevalencia fue de 22.5 en Dinamarca



(Vaeth et al., 2017), de 20.1 en Suecia (Holmberg, 1993) y de 12.0 por 100000 habitantes en Islandia
(Gumundsson et al., 2010).

En un estudio realizado en el norte de Inglaterra (Foley et al., 2012), la prevalencia de CMTy HNPP
conjuntamente fue de 11.8 por cada 100000 habitantes mientras que la de CMT solo fue de 9.8, una de
las mas bajas descritas en Europa.

En otros paises vecinos de la cuenca mediterranea, como Chipre (Nicolaou et al., 2010) e Italia
(Morocutti et al., 2002), las prevalencias fueron mas acordes entre ellas y se describieron respectivamente
en 16.0y 17.5 por cada 100000 habitantes.

En Espana se han publicado dos estudios epidemioldgicos al respecto. El primero de ellos fue
realizado en Cantabria (Combarros et al., 1987) y en él se describié una prevalencia de 28.2 por 100000
habitantes, practicamente superponible a la resefiada recientemente en la Isla de Gran Canaria (Lousa et
al.,, 2019) de 30.0 por cada 100000 habitantes. Sin embargo, existen diferencias metodoldgicas
importantes entre ambos estudios. El primero estaba basado en datos puramente clinicos vy
electrofisioldgicos, por lo que se incluyeron los casos CMT1 y CMT2 sin definir el grupo HNPP y sin
confirmacidén genética, ya que se realizé antes del descubrimiento de los primeros genes relacionados con
CMT. En el estudio de las Islas Canarias se incluyeron Unicamente los casos CMT1, CMT2 y HNPP
clinicamente definidos y con genética filiada.

En nuestro estudio, la prevalencia se encuentra en 31.8 por 100000 habitantes, considerando solo
los casos CMT. Se observa, por tanto, unas tasas de prevalencia ligeramente superiores a las descritas
previamente en relacion probablemente a diferencias sociales, geograficas (mayor inmigracidn y casos de
etnia gitana) y metodoldgicas. Con nuestro estudio no pretendemos dar una prevalencia real extensible a

todo el territorio nacional, pero si una idea de la situacién en nuestra area de salud.
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Figura 18

Mapa de prevalencia de los estudios epidemioldgicos.
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NOTA: Mapa de prevalencia por 100000 habitantes en diferentes paises de
Europa. La prevalencia se calcula con respecto al nimero total de pacientes afectados de

CMT. *Prevalencia calculada de los casos CMT y HNPP conjuntamente.

3. DESCRIPCION GENETICA GLOBAL

En el 76.2% de los casos las mutaciones causantes de la enfermedad se encontraron en los genes
PMP22, MPZy GJB1, porcentaje ligeramente inferior a lo descrito en la mayoria de las series (DiVincenzo
et al., 2014; Gess et al., 2013; Lousa et al., 2019; Murphy et al., 2012; Saporta et al., 2011; Sivera et al.,
2013). La distribucién del resto de genes siguidé un patrén similar al resto de estudios, con algunas

peculiaridades determinadas por el area geografica y las caracteristicas de nuestra poblacién (Tabla 17).



Siguiendo el patrén habitual, la mutacién mas frecuente en los casos diagnosticados fue la
duplicacién del gen PMP22, presente en el 47.6%, a pesar del alto nimero de casos CMT2 y de familias de
etnia gitana. Caracteristicamente, en el estudio de las Islas Canarias esta mutacidn supuso hasta un 77.3%
(Lousa et al., 2019), respecto a una poblacién mas homogénea y al comportarse como una mutacién
fundadora. La segunda mutacién mas frecuente fue la del gen de la conexina (Cx32) o GJB1 con una

frecuencia del 19.0%, similar al resto de series.

Es interesante destacar las similitudes y diferencias con la vecina regién de Valencia (Sivera et al.,
2013). La frecuencia de mutaciones en el gen SH3TC2 fue practicamente la misma en ambas zonas (9.52%
de Alicante frente al 7.2% de Valencia), por una mayor prevalencia de pacientes de etnia gitana que
ademas compartian la misma mutacidn ¢.3325C>T p.(Arg1109*). Esta fue descrita como fundadora en el
area de Valencia (Claramunt et al., 2007). Sin embargo, en contraste con este gen, la frecuencia de
mutaciones en el gen GADP1 fue inferior (4.76% de Alicante frente al 11.1% de Valencia), probablemente
por la presencia de otras mutaciones fundadoras mas frecuentes y diferentes a la de nuestro paciente

(Sivera et al., 2017).

En las formas axonales, el gen MFN2 se ha descrito como el mas habitual en numerosos estudios,
con una frecuencia de hasta el 33% de todos los casos CMT2 (McCorquodale et al., 2011; Verhoeven et
al., 2006). Sin embargo, en otras series de la costa mediterradnea, la frecuencia de mutaciones en MFN2
fue realmente menor no sobrepasando el 2% (Manganelli et al., 2014; Sivera et al., 2013). De hecho, en

nuestra cohorte no encontramos ningt’m paciente con mutaciones en este gen.

Las mutaciones en el gen MPZ se correspondieron con solo el 4.76% de los casos diagnosticados,

similar al resto de series.
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Finalmente, en solo un paciente (4.76%) se identific6 una mutacién rara en el gen NEFL.
Habitualmente las mutaciones en este gen se corresponden con <3% de los casos de CMT (Abe et al.,

2009; Jordanova et al., 2003).

Es destacable la familia en la que se identificaron dos mutaciones conjuntas, una en el gen LITAF
y otra en EGR2. Las mutaciones en ambos genes por separado son poco frecuentes en CMT poniendo de
relevancia la importancia del caso descrito y la necesidad de realizar estudios funcionales en estos casos

(ANEXO).

Tabla 17

Distribucion genética y comparacion con otras series.

ESTUDIOS (N2 de pacientes incluidos)

Numero de pacientes (frecuencia, %)

Blanco, Saporta et Murphy et  Gessetal., Sivera et Lousa et al.,

GEN 2021 al.,, 2011 al., 2012 2013 al., 2013 2019
(21) (527) (266) a (286) b (375) (211) .
PMP22 dup | 10 (47.62%) 290 (55%) 168 (63.2%) 180 (62.9%) 184 (48.8%) 198 (93.8%)
GJB1 4(19.05%) 80(15.2%) 46(17.3%) 47 (16.4%) 56 (14.9%) 2 (0.9%)
SH3TC2 2 (9.52%) 3 (0.6%) 5 (1.9%) ND 27 (7.2%) ND
MPZ 1(4.76%) 45 (8.5%) 13 (4.9%) 21 (7.34 %) 19 (5.0%) ND
PMPZZ 0, 0, 0, 0, 0, [)
e 1(4.76%) 5 (1.0%) 6 (2.3%) 4 (1.39%) 2 (0.5%) 3 (1.40%)
GADP1 1(4.76%) 6 (1.2%) 2 (0.8%) 0 (0%) 42 (11.1%) ND
NEFL 1(4.76%) 4 (0.8%) 2 (0.8%) 0 (0%) 4 (1.1%) ND
MFN2 0% 21 (4.0%) 12 (4.5%) 12 (4.19%) 6 (1.6%) 5(2.36%)
AARS 0% ND ND ND ND 3 (1.42%)
LITAF 5 (1.0%) 4 (1.5%) ND ND ND
1(4.76%)

EGR2 1(0.2%) ND ND ND ND

NOTA: ND: No descrito. PMP22 dup: PMP22 duplicacion. PMP22 del: PMP22
delecion. PMP22 point mut: PMP22 mutacién puntual. Se incluyen las mutaciones mas
relevantes de cada uno de los estudios. * En nuestro estudio, la mutacién en LITAF y la

mutacion en EGR2 en el mismo paciente supuso un 4.76% de los casos totales



diagnosticados. a. Se incluyen los datos de los pacientes atendidos en la clinica de
neuropatias hereditarias. b. Grupo de pacientes con diagndstico de CMT con estudio
electrofisioldgico confirmatorio (adaptacion de los datos) c. Se excluye el grupo de

pacientes HNPP del recuento total (adaptacion de los datos).

El hecho de que mds del 90% de las mutaciones se localicen en los mismos genes nos hace pensar
en la importancia de las guias diagndsticas en esta enfermedad. La combinacidn entre la semiologia y los
patrones de herencia, los resultados neurofisiolégicos, la prevalencia y las tasas de frecuencia de cada gen
en cada zona geografica son esenciales para la creacién de algoritmos diagndsticos y paneles genéticos

adecuados a cada area sanitaria con el fin de evitar costes innecesarios (Saporta et al., 2011).

4. DESCRIPCION GENETICA POR SUBGRUPOS
4.1. Charcot — Marie- Tooth tipo 1 o desmielinizante

e CMT1 Autosomico Dominante

Como se ha descrito hasta ahora, las formas CMT1 autosémico dominantes fueron las mas

frecuentes.

La forma CMT1A, asociada a la duplicacion del gen PMP22, es la mas prevalente. Se corresponde
con entre el 66.8 y el 80% de todos los tipos de CMT1 (Marttila et al., 2017; Nelis et al., 1996; Saporta et
al., 2011). En nuestro estudio, el 75% de todos los CMT1 AD presentaron la duplicacion del gen PMP22,
en consonancia con lo descrito hasta la fecha.

En este grupo se describid a otras 3 familias en las que el estudio genético inicial fue negativo.
Gracias a la disponibilidad de los paneles genéticos se pudo ampliar el andlisis genético, identificandose

nuevas variantes en genes relacionados con CMT, pero no descritas en la literatura disponible. Siendo
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este uno de nuestros objetivos, en el apartado correspondiente se realiza una descripcion clinica y

genética detallada de este grupo.

e CMT1 Autosémico Recesivo o CMT4

Las formas recesivas son mas raras, aunque en determinadas areas geograficas o etnias donde

predomina la consanguinidad pueden presentarse con una frecuencia mayor (Fridman et al., 2015).

El tipo CMTA4C es una de las formas mas frecuentes de CMT4 (hasta el 42.9% de los casos CMT4)
(Saporta et al., 2011) y se debe a mutaciones en el gen SH3TC2. Son multiples las variantes patogénicas
descritas en este gen en diferentes areas geograficas y origenes étnicos, algunas con caracter fundador.
Concretamente en el area de Valencia, la mutacion p.(Arg1109%*) se identific6 como predominante en la
poblacién gitana (Claramunt et al., 2007). Es precisamente esta mutacion la presente en dos de las familias

de este grupo, siendo ambas gitanas y con antecedentes de consanguinidad.

Este gen se caracteriza por una amplia variabilidad intrafamiliar, no solo en esta variante
patogénica sino también en otras, pero siempre en homocigosis (Azzedine et al., 2006; Colomer et al.,
2006). Una de las familias CMTA4C presentaba unas caracteristicas interesantes, ya que se identificaron
individuos con un fenotipo grave portadores de la mutacién p.(Argl109*) en homocigosis e individuos
con una sintomatologia mdas leve portadores de la misma mutacién en heterocigosis. Recientemente han
sido descritas dos familias clinicamente afectadas y con mutaciones en SH3TC2 en heterocigosis
compuesta (Lee et al., 2019). En esta familia no se pudo confirmar esta posibilidad ya que solo se
secuencié el exén del gen SH3TC2 en el cual se encontraba la mutacion y el estudio MLPA descartd grandes
reordenamientos genéticos. Sin embargo, no se descarta completamente que se trate de un caso de
heterocigosis compuesta dado que no se secuencid todo el gen u otros relacionados con CMT, por la
importante historia de consanguinidad de la familia y por el hecho de que ambos casos paucisintomaticos

en heterocigosis fueran, ademas, hermanas.



Las mutaciones en el gen MTMR2 son bastante raras (1% de los casos CMT4) y se relacionan con
la forma CMT4B1. Un paciente de nuestra muestra originario de Pakistdn presentd una variante
c.1513delC en homocigosis no descrita hasta la fecha en las bases de datos, pero cuya prediccion in silico
sugeria un cambio patogénico. Presentaba un hermano con igual sintomatologia y padres consanguineos,
completamente acorde con el patrédn autosdmico recesivo. Seria preciso realizar un estudio de

segregacion en este caso para poder confirmar con seguridad la patogenicidad de la mutacién encontrada.

En las formas desmielinizantes AR, el subtipo CMT4A debido a mutaciones en el gen GADP1 se
corresponde con el 1-3% de los casos CMT4 (Rudnik-Schoneborn et al., 2016; Zimon et al., 2015). Sin

embargo, en nuestro estudio no encontramos ningun paciente con este diagndstico.

e CMT 1 caso Unico o esporadico

Los casos esporadicos suelen ser dificiles de diagnosticar, debido a la complejidad a la hora de
orientar la prueba genética que se ha de realizar y al no disponer de otros individuos con los cuales
contrastar la informacidn clinica y los hallazgos genéticos. Normalmente estos casos se estudian como si
de formas autosémico dominante se trataran y, de hecho, en nuestro estudio asi fue. Sin embargo, en
caso de perfiles fenotipicos concretos o paises en los que la consanguinidad es mas frecuente se

recomienda iniciar el estudio con genes concretos o de patrones recesivos.

En el Estudio colaborativo europeo (Nelis et al., 1996) sobre la frecuencia de las formas CMT1 y
HNPP se describié que en un 6.7% de los casos la duplicacién del gen PMP22 se podia dar de forma
esporadica y, a su vez, el 53.4% de los casos CMT1 esporadicos se debia a esta alteracidn. En estudios
posteriores se llegd a describir hasta un 91.7% de los casos CMT1 esporddicos debidos a esta duplicacién
(Lorefice et al., 2017). Los porcentajes de otros genes menos frecuentes en los casos esporadicos han sido
menos estudiados y solo se describen en algunas series aisladas (Lorefice et al., 2017; Manganelli et al.,

2014). Uno de los pacientes de nuestro estudio fue diagnosticado como CMT1A tras la identificacion de
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la duplicacién en el gen PMP22 como de novo, representando el 5.2% de todos los casos CMT1 y el 33%
de los CMT1 esporadicos, en linea con lo descrito previamente. Fue incluido en la descripcidn clinica con
el resto de los casos autosémicos dominantes y por ello se describe en detalle en el apartado

correspondiente.

Las mutaciones en el gen MPZ corresponden al 10% de los casos CMT1 y es poco frecuente que
aparezcan como espordadicos (Manganelli et al., 2014; Saporta et al., 2011). Se caracterizan por una amplia
variabilidad fenotipica, que se extiende desde un inicio precoz con patrén desmielinizante AD a un inicio
tardio con patron axonal AR (Shy et al., 2004). En nuestra muestra, un paciente caso Unico fue
diagnosticado de CMT1B por una mutacién en el gen MPZ cuyas caracteristicas clinicas se discuten mas

adelante.

Las mutaciones puntuales del gen PMP22 dan lugar también al fenotipo CMT1. Aunque aparecen
con menos frecuencia, son mas habituales en los casos esporadicos (Manganelli et al., 2014). En un
paciente se identificd una mutacion de novo en el gen PMP22. Sus caracteristicas genéticas y fenotipicas

se abordaran en detalle junto con el resto de casos esporadicos.

4.2. Charcot-Marie- Tooth tipo 2 o axonal

e CMT2 Autosomico Dominante

Como se ha descrito previamente, las formas CMT2 son menos frecuentes y suelen
corresponderse con el 15-30% de todos los CMT (Murphy et al., 2012; Saporta et al., 2011). Sin embargo,
en la mayoria de los estudios no se hace una distincién entre las formas autosdmicas dominantes o
recesivas o se incluyen solamente las primeras, de forma que es dificil saber exactamente la proporcidon

entre ambas. En nuestro estudio el 42.9% de todos los CMT fueron diagnosticados de CMT2. Al hacer una



distincién entre los diferentes patrones de herencia, las formas autosdémicas dominantes se

correspondieron con solo el 16.6% de los casos CMT2.

Las mutaciones en el gen MFN2 son la forma mas comin de CMT2 con patrén autosémico
dominante, siendo el responsable del 10-30% de casos (4% de las formas CMT) (McCorquodale et al.,
2011; Murphy et al., 2012; Rudnik-Schéneborn et al., 2016; Saporta et al., 2011; Verhoeven et al., 2006).
Muchas de las mutaciones en este gen son de novo o polimorfismos, lo cual dificulta el diagndstico de
estos pacientes. En nuestro estudio no identificamos ningin caso con mutaciones ni variantes patogénicas
0 no en este gen. Esto se encuentra en concordancia con otros estudios realizados en la cuenca
mediterranea (Manganelli et al., 2014; Sivera et al., 2013), asi como el realizado en Finlandia (Marttila et
al., 2017), donde se describié una frecuencia de este gen mucho menor (<2%) al resto de series

occidentales.

En las tres familias que fueron clasificadas como CMT2 AD se realizé el estudio mediante el Panel
genético 3, sin identificar en ninguna de ellas mutaciones patogénicas. Se encontraron variantes de
significado incierto en genes asociados a las formas axonales de CMT2 (TPRV4, DYNC1H1), pero se
precisaria de estudios de segregacion familiar para confirmar la patogenicidad de estas. La mutacién
encontrada en el gen GAN ¢.1684C>G; p.P562A se ha descrito en relacién a la neuropatia axonal gigante
(Bruno et al., 2004), una enfermedad neurodegenerativa autosémica recesiva caracterizada por un
deterioro progresivo del sistema nervioso periférico y central. La clinica del paciente no era compatible y
al presentarse en heterocigosis no se consideré como patogénica. En un paciente (CMT2 AD-3) el Panel
3yelgenTTR fueron negativos, lo cual reitera la dificultad diagndstica que encontramos en este subgrupo

de pacientes.
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e CMT2 Autosémico Recesivo y caso Unico o esporadico

Describimos conjuntamente ambos grupos por la peculiaridad de los resultados genéticos. En
nuestro estudio solo se encontraron mutaciones significativas en el gen GADP1 y variantes de significado

incierto en el resto de los genes.

Dentro de las neuropatias sensitivo-motoras hereditarias asociadas al gen GADP1 encontramos
diferentes patrones: la forma autosdmico recesiva desmielinizante (CMT4) (Baxter et al., 2002),
intermedia (RI-CMTA) (Nelis et al., 2002; Senderek et al., 2003) o axonal (AR-CMT2K) (Cuesta et al., 2002;
Birouk et al., 2003) y las formas autosémico dominantes axonales (CMT2K) (Chung et al., 2008; Claramunt
et al., 2005). Esto dificulta en muchos casos su correcta clasificacion. Hemos de tener en cuenta que el
factor genético que mas influye en el fenotipo asociado a las mutaciones en este gen es precisamente el
tipo de herencia. Las formas autosémico-dominantes suelen presentar una neuropatia de leve a
moderada, con debilidad distal y pies cavos, pero con alteracidn tardia de la deambulacién. No suelen
asociar escoliosis ni disfonia. Sin embargo, las formas autosémico recesivas, aunque mas homogéneas
entre ellas, se caracterizan por una clinica grave y de inicio precoz (0-12 aifos), que requiere el uso de silla
de ruedas ya en la adolescencia, con disfonia y alteracion de la funcidn respiratoria por pardlisis de las
cuerdas vocales y del diafragma (Sivera et al., 2017). Esta variabilidad fenotipica no es exclusiva del gen
GADP1 y podemos observarlo también en las mutaciones asociadas a otros genes frecuentes como MPZ

y GJB1, y en otros mas raros como NEFL.

Las mutaciones en el gen GADP1 se corresponden con menos del 1% de todas las formas de CMT
(Murphy et al., 2012; Saporta et al., 2011). Sin embargo, en ciertas areas geograficas como la cuenca
mediterranea y Finlandia las mutaciones en este gen son mucho mas frecuentes, llegando hasta el 31%

de todos los casos de CMT (Manganelli et al., 2014; Marttila et al., 2017; Pezzini et al., 2016; Sivera et al.,



2013). De hecho, en nuestro pais se considera el gen GADP1 como uno de los mas frecuentes en las formas

CMT2, por encima incluso del gen MFN2 (Sivera et al., 2013; Sivera et al., 2017).

En Espaia existe una serie de mutaciones fundadoras que explicarian este fendmeno. La mutacién
Q163X (c.487C>T), en su conjunto con patrén axonal AD y AR, fue descrita como la mas prevalente, sobre
todo en la zona del norte/noroeste. Claramunt et al (2005) describieron la primera mutacién en GADP1
asociada al patrén axonal autosdmico dominante R120W (c.358C>T), localizada fundamentalmente en la
zona mediterranea (Sivera et al., 2017). A pesar de ello, en nuestra cohorte ninglin paciente presento

ninguna de estas mutaciones.

La mutacion S194X (c.581C>G) habia sido descrita previamente en familias de Espafa (Cuesta et
al., 2002), Tunez (Baxter et al., 2002) y Marruecos (Azzedine et al., 2003; Bouhouche et al., 2007; Nelis et
al., 2002) confirmando un origen comun en este ultimo pais. Dos pacientes de nuestra cohorte, ambos
casos unicos, presentaron esta variante. El primero de ellos, en homocigosis, presentaba un patrén axonal
en el estudio neurofisioldgico, una clinica grave de inicio en la infancia que le obligé a usar silla de ruedas
desde la adolescencia, asi como una disfonia. Todo ello era compatible con el subtipo CMT2K con un perfil
AR (Sevilla et al., 2008). Esta mutacidn ha sido descrita Unicamente en homocigosis (Baxter et al., 2002;
Birouk et al., 2003; Bouhouche et al., 2007) o bien asociada a otras mutaciones del mismo gen (Azzedine
et al., 2003; Cuesta et al., 2002; Sevilla et al., 2008), por lo que en el otro caso Unico (CMT 2-1) donde se
diagnosticd en heterocigosis pura no se consideré patogénica. Sin embargo, en este ultimo la clinica era
leve a moderada, lo cual nos induce a pensar que, o bien esta mutacién actia también de una manera
autosémico dominante o bien, al solo haberse testado los genes GADP1y PMP22, presenta otra mutacion

en heterocigosis compuesta en otro gen no identificada por el momento.

La mutacion GADP1 c.310+6delG en heterocigosis diagnosticada en la Unica familia de etnia gitana

con un patrén autosémico recesivo axonal confirmado (CMT2 AR-1) no ha sido descrita hasta la fecha y
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se ha considerado una variante de significado incierto. No se realizaron estudios de segregacion que

pudieran contribuir a confirmar su patogenicidad.

En otros 4 pacientes en los que se realizd el Panel genético 3 (CMT2-2, 2-3, 2-4 y 2-5) se
encontraron variantes de significado incierto, que por el momento no han sido descritas ni se consideran
relacionadas con la enfermedad. En uno de ellos, de origen marroqui (CMT2-4), se describié una mutacién
en el gen PLEKHG5 que ha sido relacionada con CMT de tipo intermedio con patrén AR (Azzedine et al.,
2013). Sin embargo, en nuestro paciente se encontraba en heterocigosis por lo que no se pudo establecer
su patogenicidad. En el resto de los pacientes, todos los estudios realizados (Panel genético 3 y genes
especificos) fueron negativos y dos pacientes no fueron estudiados, por lo que por el momento carecemos

de diagndstico genético definitivo en ellos.

Dos de estos ultimos casos (CMT2-11 y CMT2-12) presentaban de forma caracteristica
hiperreflexia en la exploracion. La presencia de piramidalismo en los pacientes con CMT ya habia sido
descrita en las primeras publicaciones (Tooth, 1886). Pero no fue hasta 1968 cuando Dyck et al clasificaron
a este grupo de pacientes como CMT asociado a parapresia espastica (Dyck & Lambert, 1968b) y
posteriormente como HMSN tipo V (Dyck et al., 1975). Estos pacientes se caracterizan clinicamente por
la presencia de una polineuropatia de predominio axonal con hiperreflexia, reflejo cutaneo plantar
extensor y espasticidad moderada en comparacion con los casos de paraparesia espastica familiar
(Harding & Thomas, 1984; Neves & Kok, 2011; Vucic et al., 2003). Dentro de este grupo se han descrito
casos asociados a diferentes genes como EGR2 (Fusco et al., 2019), GADP1 (Biancheri et al., 2006), MFN2
(Zhu et al., 2005), MORC2 (Albulym et al., 2016) y NEFL (Hashiguchi et al., 2014), aunque no todos los
familiares presentaron piramidalismo en la exploracidon. Esto da a entender que este grupo se
corresponde con un cuadro genéticamente heterogéneo, donde otros factores epigenéticos podrian
determinar el fenotipo final (Biancheri et al., 2006; Zhu et al., 2005). Nuestros dos casos compartian el

perfil clinico asociado a este subtipo de CMT. En uno de ellos (CMT2-11) se testaron los acidos grasos de



cadena muy larga dentro del diagndstico deferencial de polineuropatia asociada a paraparesia espastica
con resultado negativo. En ninguno de los casos se realizé un estudio genético, por lo que no se ha podido

comprobar su asociacion con los genes descritos hasta el momento.

La dificultad diagnéstica inherente al grupo axonal se ve influenciada también por el proceso
diagndstico. El analisis de los genes por separado mediante el método Sanger puede resultar laborioso y
retrasar el proceso diagndstico. De hecho, en los pacientes en los que se analizaron genes por separado
no se encontraron mutaciones patogénicas, salvo en el gen GADP1. El estudio mediante paneles genéticos
adaptados a la poblacién en cuestién nos permite realizar un analisis simultaneo de los mas frecuentes de
una forma mas rdpiday eficaz. La ventaja no radica en el hecho de diagnosticar mds genes poco frecuentes
por el mero hecho de usar paneles, sino en un abordaje diagndstico mas exitoso (DiVincenzo et al., 2014).
No debemos olvidar algunos de sus inconvenientes, como el precio, y que en ocasiones identificamos
variantes de significado incierto y dificil interpretacion, como ocurre en algunos de nuestros pacientes. En
estos casos, los estudios de segregacién con otros familiares son fundamentales, asi como las
caracteristicas fenotipicas compatibles con la mutacién, su fisiopatologia y la frecuencia de la misma en
la poblacidn sana y originaria del paciente, lo cual nos permitiria diferenciarla de un polimorfismo (Rossor

et al., 2015).

4.3. Charcot-Marie-Tooth tipo intermedio

e CMTI caso Unico o esporadico

En nuestra muestra identificamos un paciente caso Unico en el cual se encontré una mutacién en
el gen NEFL de novo. Las mutaciones en este gen son poco frecuentes (<1% de todas las formas de CMT)
(Fridman et al., 2015) y es dificil establecer una clara correlacién fenotipica dada la amplia variabilidad de

mutaciones encontradas y la baja prevalencia de la enfermedad. Se han descrito mutaciones asociadas
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tanto a un patrdén axonal autosémico dominante (CMT2E) (Mersiyanova et al., 2000b) y recesivo (Yum et
al., 2009), como desmielinizante autosdmico dominante (CMT1F) (Jordanova et al., 2003) y recesivo (Abe
et al., 2009). Ademads, recientemente se han publicado otros casos con un patrén electrofisioldgico
intermedio y de herencia autosdémico dominante asociados a las mutaciones NEFL E396K (Berciano et al.,

2015) y NEFL N98S (Berciano et al., 2016; Horga et al., 2017; Yi Yang et al., 2016).

La mutacidn presentada de novo por nuestro paciente era precisamente NEFL N98S (c.293A>G)
(CMTIG). La mayoria de los casos descritos suelen ser Unicos o esporadicos (Horga et al., 2017). La paciente
no referia antecedentes familiares de neuropatia genética y su hijo sano habia sido concebido mediante
fecundacién in vitro de un évulo donado. Presentaba un inicio precoz en la infancia, con necesidad de
ortesis y silla de ruedas de forma temprana, importante afectacion motora y sensitiva, ataxia cerebelosa,
voz disartrica, no afectacién cognitiva y NCV en rango intermedio (34m/s). La mutacién NEFL N98S
presenta esta serie de caracteristicas fenotipicas, ademas de una atrofia cerebelosa y medular en
resonancia magnética que no se confirmé en la paciente al no haberse realizado esta prueba (Berciano et

al., 2016; YiYang et al., 2016).

e CMT ligado al X

En nuestra serie, el 9.52% de todos los CMT se correspondieron con el subtipo CMTX1. Todos los
pacientes index presentaban unas velocidades de conduccidn en rango intermedio. Sin embargo, en una
de las familias pudimos observar que la hija del caso index (varén) presentaba NCV en rango axonal
mientras que un hermano las tenia en rango desmielinizante. Esta es una de las caracteristicas clinicas
habituales en este grupo. Como hemos sefialado previamente, la discordancia en las velocidades de
conduccién se deberia a la inactivacién de uno de los cromosomas X en las células de Schwann con la
mutacion en GJB1, permitiendo la expresidén del alelo normal dando lugar a una clinica menos grave

(Siskind et al., 2011).



4.4. Neuropatia hereditaria con hipersensibilidad a la presion

Tal y como ocurre en nuestro proyecto, en muchos estudios epidemioldgicos de CMT este grupo
no se incluye ya que clinica y electrofisiolégicamente presenta una serie de caracteristicas particulares.
En nuestra poblacidn se identificé a 5 familias, todas ellas con estudio neurofisiolégico compatible y con
delecién en el gen PMP22. En un 60% se trataba de casos esporadicos, una frecuencia muy superior a la
descrita en las series (Infante et al., 2001; Rudnik-Schéoneborn et al., 2016). En estas familias el arbol
genealdgico se realizé en referencia a lo descrito por el paciente index, sin haber sido posible la
exploracién de los progenitores u otros familiares. Esta puede ser una causa del alto porcentaje de casos

esporadicos.

4.5. Grupo de pacientes con EMG normal o no realizado

Cuando que se remite a pacientes para su estudio como sospecha de neuropatia genética hay un
porcentaje de ellos que finalmente no cumple criterios de CMT. Dependiendo de si se trata de laboratorios
de estudio genético, centros terciarios o de referencia y de la organizacidon sanitaria de cada area

geografica el porcentaje es mayor o menor, sin poder establecer realmente un valor constante.

En nuestro estudio, el 9.46% de los casos presentaron un EMG normal. Esto descartd en principio
gue se trataran de polineuropatias hereditarias y permitid reorientar el diagndstico. En dos casos se
testaron los genes PMP22 y MPZ en funcidn de la clinica asociada y al ser dos de los genes mas frecuentes
(Berciano et al., 2012), pero ambos resultaron negativos. Un paciente fue diagnosticado finalmente de
atrofia multisistema, una patologia de dificil diagndstico y cuyo déficit motor y de la marcha podrian

haberse visto confundidos con los sintomas propios de una polineuropatia crénica (Lin et al., 2014).

Los casos paucisintomaticos o que no cumplen los criterios clasicos de CMT presentan una

dificultad anadida. A pesar de que se han descrito mutaciones en algunos de estos pacientes (Boerkoel et
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al., 2002), no hay estudios en los que se describa el protocolo genético diagndstico a seguir ni la
prevalencia de los genes afectados en esta poblaciéon. Las recomendaciones que se aplican son las mismas
que al grupo general ya que no hay suficiente evidencia para guiar adecuadamente el screening genético

en estos casos (England et al., 2009).

En un 6.76% de los casos no se disponia de estudio neurofisiolégico, limitando significativamente
la posibilidad de orientar el proceso de diagndstico genético. Siguiendo el algoritmo descrito, se testaron
los genes PMP22 y GJB1 con resultado negativo. Esto demuestra la baja rentabilidad de los estudios
genéticos cuando no estan dirigidos en funcion del cuadro clinico global. En otro caso se realizd
directamente el Panel genético 3 en colaboracién con el Servicio de Neuromuscular del Hospital La Fe de
Valencia. En este caso se identificd una variante de significado incierto en el gen MFN2. Si bien es cierto
qgue es un gen frecuente en las formas CMT2 (Verhoeven et al., 2006), no pudimos confirmar su

patogenicidad al no haberse realizado estudios de segregacion familiar.

4.6. Otros diagndsticos

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth forma parte del espectro de las neuropatias hereditarias,
en el cual se incluyen otras patologias. Comparte fenotipo y heterogeneidad genética con otros dos
grandes grupos: la neuropatia hereditaria motora (HMN) y la neuropatia hereditaria sensitiva y
autondmica (HSAN). Ademas, existen numerosas enfermedades sistémicas genéticas en las que la
neuropatia forma parte del cuadro clinico tales como las ataxias espinocerebelosas hereditarias (Ataxia
de Friederich), la paraplejia espastica familiar, las deficiencias de lipoproteinas (Enfermedad de Tangier,
abetalipoproteinemia), las enfermedades del almacenamiento lisosomial (Enfermedad de Fabry,
Enfermedad de Refsum), las leucodistrofias (Enfermedad de Krabbe, Leucodistrofia metacromatica,

adrenoleucodistrofia), las enfermedades mitocondriales, las porfirias, las neuroacantocitosis,



neurofibromatosis, las distrofias miotdnicas y la polineuropatia amiloide familiar (Berciano et al., 2012;

Rossor et al., 2015; Saporta et al., 2014).

En nuestro estudio, 12 pacientes fueron diagnosticados de alguna de estas enfermedades. Es
fundamental conocer el diagndstico diferencial y las patologias que comparten sintomatologia con CMT
con el fin de llegar a una correcta filiacién de los pacientes para establecer el tratamiento y el consejo

genético adecuado.

5. DESCRIPCION CLINICO-GENETICA DEL GRUPO CMT1 AUTOSOMICO DOMINANTE Y CASOS
ESPORADICOS
5.1. Charcot-Marie-Tooth tipo 1A (duplicacién del gen PMP22)

5.1.1. Variables generales

Todos los pacientes descritos en nuestro estudio presentaron el fenotipo “cldsico” de CMT,
caracterizado por una debilidad e hipoestesia distal de evolucidn lenta y con predominancia en miembros

inferiores (Harding & Thomas, 1980a; Shy et al., 2005).

Se describié el mismo nimero de hombres que de mujeres, mientras que la edad media de los

pacientes era de unos 50 afios en el momento de incluirse en el estudio (Colomban et al., 2014).

La edad de inicio de los sintomas en CMT1A suele ser la primera década de vida (Bienfait et al.,
2006; Colomban et al., 2014; Thomas et al., 1997). De hecho, el 60% de los pacientes presenté los
primeros sintomas antes de los 10 afos. Sin embargo, al ser una enfermedad cuya progresion es lenta e
insidiosa, en muchos casos los pacientes no llegan a consultar directamente al neurdlogo. Esto da lugar a
gue la edad de diagndstico se retrase a cuando la clinica empieza a ser limitante, a cuando se identifica
incidentalmente al hacer un electromiograma o a cuando se diagnostica genéticamente a otro familiar

afectado (Shy et al., 2005). La edad media del diagndstico en nuestro estudio fueron los 40.6 afios, similar
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a las series descritas previamente (Birouk et al., 1997; Thomas et al., 1997). El retraso en el diagndstico
genético no ha sido valorado en los estudios publicados ya que depende del centro en el cual se realice y
de los recursos de este. En nuestro centro, este periodo se fue acortando significativamente de forma
progresiva pasando de 19 afios en un caso a solo 6 meses en otro. Consideramos que fue debido a varias
circunstancias. Por una parte, a una mayor disponibilidad a la hora de solicitar los estudios genéticos que
previamente debian remitirse a otros hospitales. Por otra parte, a una mayor susceptibilidad a la hora de
identificar estos casos en la consulta. Finalmente, al interés creciente de los pacientes derivado de un

mayor acceso a la informacidn y la busqueda de nuevas terapias.

Como se ha descrito en estudios previos (Blair et al., 1996; Nelis et al., 1996), en la gran mayoria
de los casos el patron de herencia fue AD, solo un caso (10% de CMT1A, 5.6% de todos los CMT1) fue

esporadico.

La presencia de comorbilidades puede empeorar el fenotipo CMT1A sin afectar necesariamente
las velocidades de conduccidn. La diabetes mellitus fue la mas frecuente, asociada al 20% de los casos.
Esta patologia se relaciona con un deterioro motor y de las escalas funcionales mas significativo que el
resto de comorbilidades, probablemente por el daifo axonal asociado (Thomas et al., 1997; Ursino et al.,
2013), una mayor pérdida de fibras mielinicas y una peor regeneracién nerviosa (Chao et al., 2015). Las
malformaciones y la neuropatia acrodistréfica dan lugar a golpes y ulceraciones que pueden llegar a

complicarse en forma de osteomielitis, empeorando el dolor y la curacién de estas.

5.1.2. Variables clinicas

Los pacientes presentaron una sintomatologia motora longitud dependiente, con una mayor
afectacién distal y de predominio en miembros inferiores, siguiendo el patron habitual de CMT1A

(Colomban et al., 2014; Shy et al., 2005). En algunos casos (20%) se pudo observar una debilidad proximal,



pero en rango leve y en ningln caso mas grave que la distal (Marques et al., 2005; Thomas et al., 1997).
Por otro lado, la musculatura de los pares craneales, bulbar y el diafragma rara vez se ven afectados y, de
hecho, ninguno de los pacientes presentaba sintomas al respecto (Thomas et al., 1997). La hiporreflexia
universal fue la norma, de igual manera siempre mas significativa en miembros inferiores que en
superiores. En casos aislados se han descrito reflejos normales (Birouk et al., 1997; Thomas et al., 1997).

De nuestro grupo, solo en un paciente el reflejo bicipital se encontraba conservado.

La amiotrofia de los musculos propios de las manos y del musculo pedio suele ser habitual en

estos pacientes (Thomas et al., 1997), tal y como pudo observarse en nuestra serie.

Las malformaciones se producen como consecuencia de la propia neuropatia que da lugar a un
desequilibrio entre los musculos agonistas y antagonistas distales. Son unas de las caracteristicas
fenotipicas de esta enfermedad. Practicamente todos los casos presentaron pies cavos y retraccion
aquilea. Sin embargo, aunque la escoliosis es también una hallazgo frecuente, ningln paciente presentd

esta malformacién (Birouk et al., 1997; Shy et al., 2005; Thomas et al., 1997).

Las alteraciones sensitivas que padecen estos pacientes suelen ser la hipoestesia distal en forma
de guante o calcetin, de predominio en miembros inferiores y de todas las modalidades. Los pacientes
seguian este patrén en todos los casos, pero con una menor afectaciéon de la sensibilidad dolorosa y
propioceptiva a la descrita previamente (Thomas et al., 1997). Los sintomas sensitivos positivos como las
parestesias son, por el contrario, mucho menos frecuentes (solo un 20% de pacientes CMT1) y en nuestra

serie ningun paciente los refirid (Gemignani et al., 2004; Shy et al., 2005; Thomas et al., 1997).

Ademas del patrdn fenotipico cldsico, los pacientes CMT1A presentan otros sintomas asociados.
Los calambres y las fasciculaciones fueron los mas frecuentes, seguido del temblor. En las primeras
descripciones éste ultimo aparecia asociado al Sindrome de Roussy-Lévy (Roussy & Lévy, 1926; Roussy &

Lévy, 1932), con las caracteristicas tipicas del temblor esencial. Sin embargo, posteriormente se relacioné
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este sindrome con mutaciones del gen MPZ (Planté-Bordeneuve et al., 1999). Algunos autores defienden
gue en CMT1 es probable que se deba a la neuropatia, sin alteraciones cerebelosas asociadas (Saifee et
al., 2015). La hipoacusia fue descrita en solo un paciente, dado que es un sintoma raro y normalmente se

presenta con poca gravedad (Birouk et al., 1997; Colomban et al., 2014; Thomas et al., 1997).

Los sintomas autondmicos no son frecuentes en CMT1A (Thomas et al., 1997) aunque se
presentaron en el 50% de los pacientes de nuestra poblacion en forma de hipo/hiperhidrosis, alteraciones
gastrointestinales, hipotensidn ortostatica, prurito y disfuncidn eréctil. Diferentes estudios (Laura et al.,
2014; Nolano et al., 2015; Ribiere et al., 2012) han relacionado las alteraciones autondémicas, dolor
neuropatico y la disminucidn de la sensibilidad termoalgésica con una reduccidn clara de las fibras finas

longitud dependientes en los pacientes CMT1A.

La asociacion del dolor neuropdtico con el derivado de las malformaciones esqueléticas que
producen una sobrecarga mecdnica articular y fatiga muscular da lugar, de manera multifactorial, al dolor
global que padecen estos pacientes (Colomban et al., 2014; Pareyson & Marchesi, 2009; Thomas et al.,
1997). En nuestra serie, el 40% de los casos presentaban dolor en general, lo cual se encuentra en linea
con lo descrito previamente (Gemignani et al., 2004). Muchos pacientes referian también frialdad
cutanea, sobre todo en las fases mds avanzadas de la neuropatia, debida probablemente a la afectaciéon
de la fibra fina y a una menor movilidad lo cual disminuye el flujo sanguineo y, por tanto, la temperatura

cutanea.

En algunos estudios se han descrito, en menor frecuencia, otras alteraciones asociadas como el
sindrome de tunel del carpo, SAQOS, sintomas cerebelosos o piramidales (Birouk et al., 1997; Colomban et

al., 2014). Sin embargo, no se dieron en ninguno de los pacientes de nuestra muestra.

La mayoria de los pacientes CMT1A se mantienen funcionales la mayor parte de su vida, y de

hecho, la enfermedad no afecta a la supervivencia (Skre, 1974). Normalmente la discapacidad suele ser



leve en el 35% de los casos, siendo leve-moderada preservando autonomia en la mayoria y grave con
necesidad de silla de ruedas en solo algunos casos ocasionales (Birouk et al., 1997). El 70% de nuestros
pacientes se mantenian independientes y con una deambulacién preservada, aunque requiriendo de
ayuda ortopédica en aproximadamente la mitad de ellos. Solo un caso precisaba de silla de ruedas para
su actividad diaria. Aungque no se realizé un estudio comparativo como tal, se observé que las mujeres

estaban mas afectadas funcionalmente que los hombres (Colomban et al., 2014).

5.1.3. Variables neurofisiolégicas y genéticas

Todos los pacientes presentaron una disminucidn marcada y uniforme de las velocidades de
conduccién tanto motoras como sensitivas. Las NCV no suelen empeorar a lo largo del seguimiento (Killian
et al., 1996; Shy et al., 2008b; Verhamme et al., 2009) y tampoco presentan diferencias en cuanto al sexo
(Birouk et al., 1997). Sin embargo, si observdaramos un empeoramiento clinico significativo, el descenso
de las velocidades de conduccidn se relacionaria mas bien con el envejecimiento y las comorbilidades de
cada individuo (Manganelli et al., 2016) mientras que la progresion clinica de la neuropatia propiamente
dicha se veria representada por una mayor degeneracién axonal valorada mediante los CMAP (Manganelli
et al., 2016; Shy et al., 2008b). Al no ser un estudio prospectivo, no pudimos evaluar estos datos en
nuestros pacientes. Sin embargo, es importante conocer este hecho para evitar repetir pruebas

innecesarias a lo largo del seguimiento clinico.

Todos los pacientes presentaban la duplicacion del gen PMP22 relacionada con este fenotipo.
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5.2. Charcot-Marie-Tooth tipo 1B (mutacion del gen MPZ)

Como hemos descrito previamente, las mutaciones asociadas al gen MPZ dan lugar a tres
fenotipos caracteristicos en funciéon de la edad de inicio de los sintomas, la gravedad clinica y las
caracteristicas neurofisioldgicas (Callegari et al., 2019; Sanmaneechai et al., 2015). Aun teniendo en
cuenta la variabilidad fenotipica, cada mutacién en MPZ se relaciona con uno de estos fenotipos. Nuestra
paciente fue diagnosticada en el Hospital La Fe de Valencia en el afio 1990, cuando todavia no estaba
informatizada la historia clinica. Por ello, no pudimos acceder al estudio genético realizado en este centro.
La paciente también desconocia la mutacién exacta en el gen MPZ de la cual era portadora. Basandonos
en la descripcién clinica, lo mas probable es que presentara un inicio de la clinica en la forma infanto-
juvenil, ya que el deterioro habia sido muy significativo en la evolucion y la paciente precisaba de silla de
ruedas para sus desplazamientos a la edad de 55 afios. Desconocemos también las velocidades de
conduccién del estudio neurofisiolédgico que nos ayudarian a confirmar el subgrupo fenotipico al cual
pertenece la paciente. Se describieron como en rango desmielinizante, lo cual apoya la teoria de que la
mutacion dio lugar a una alteracion en la mielinizacidn mas caracteristica del grupo fenotipico de inicio

precoz.

En la evolucion clinica la paciente presentd una serie de sintomas oftalmolégicos que hicieron
sospechar la asociacién de la polineuropatia hereditaria con una miastenia gravis. Hasta la fecha, solo
unos casos aislados han sido publicados reportando esta asociacidén, siendo una condicién
extremadamente rara y sin una clara relacién causal (Berger et al., 1985; Chen et al., 1997; Salemi et al.,
1992; Smith, 1985; Spector et al., 1978). En estos casos, los estudios neurofisiolégicos de fibra fina y
estimulacion repetitiva, asi como los estudios seroldgicos de anticuerpos antirreceptor de acetilcolina
fueron positivos. Sin embargo, en nuestra paciente no fue asi y por ello se descarté finalmente esta

asociacion y se atribuyd la sintomatologia a la propia enfermedad de CMT.



5.3. Charcot-Marie-Tooth tipo 1A por mutacion puntual en PMP22

Las neuropatias genéticas pueden formar parte de sindromes neurolégicos mas extensos y
complejos. A la hora de realizar la exploracidon neuroldgica, el hallazgo de sintomas aparte de los
correspondientes a la neuropatia puede hacernos sospechar de otras patologias diferentes a Ia
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth. En este caso, la presencia de sintomas cerebelosos como la
alteracion de los movimientos oculares, el nistagmo y la dismetria orientd el diagnéstico inicialmente
hacia la esfera de las ataxias. Tanto la Ataxia de Friederich como las ataxias espinocerebelosas pueden
acompafiarse de neuropatia axonal o desmielinizante (Harding, 1981; Manto, 2005). Sin embargo, la
ausencia de atrofia cerebelosa en la resonancia magnética cerebral, asi como los estudios genéticos
negativos para ambas entidades permitieron descartar de forma razonable esta posibilidad. La presencia
de una polineuropatia desmielinizante muy grave, junto con el inicio precoz y la predominancia de los
sintomas de neuropatia genética, permitié reorientar el estudio genético. Finalmente, se identificd una

mutacién inframe en el gen PMP22 no descrita hasta la fecha.

Las mutaciones en el gen PMP22 pueden ser de tipo puntual (missense, nonsense), inframe,
inserciones o deleciones frameshit (indels) o de splicing. Estas mutaciones dan lugar a un amplio espectro
fenotipico desde las formas CMT1A a HNPP. Las mutaciones de tipo missense o inframe se han descrito
relacionadas con formas de inicio precoz y grave de CMT1A (Sindrome de Déjerine-Sottas) y con la
neuropatia hipomielinizante congénita tipo 1A (Russo et al., 2011). Por otro lado, las mutaciones nonsense
o frameshift se relacionan mas frecuentemente con las formas HNPP (Karadima et al., 2015; Taioli et al.,
2011). La mutacion c.49 54delGTGCTG (pVall7_Leul8del) encontrada en nuestro paciente fue de tipo
inframe, dando lugar a la pérdida de seis nucledtidos en la posicidon 49 del cDNA generando la pérdida de
dos aminoacidos. Esta mutacién no ha sido descrita hasta la fecha en las bases de datos ni se ha

encontrado en la bibliografia consultada. Sin embargo, se han descrito micromutaciones similares
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relacionadas con el fenotipo Déjerine-Sottas de CMT1. Koutsis et al (2012) describieron un caso Unico
varén con inicio precoz y grave de una polineuropatia tipo CMT1 en el cual se identificd una
micromutacién inframe de novo (¢.296_301delCTGGAA, p.Thr99_Gly100del) que implicaba la delecién de
seis pares de bases sin cambio en el patrdn de lectura, dando lugar a la pérdida de un par de aminodacidos.
La similitud entre estos dos casos podria permitirnos considerar la delecién encontrada como
probablemente patogénica. Ademads, el estudio de segregacién realizado con la hermana asintomatica y
con resultado negativo apoya la posibilidad de que la mutacién encontrada fuera la responsable de la

patologia del paciente.

Este caso resalta la importancia de la semiologia y del conocimiento del diagndstico diferencial de
las neuropatias genéticas en toda su extensidn. Y desde el punto de vista genético, subraya cdémo un
resultado negativo debe empujarnos a seguir investigando y replanteando el caso dentro de las

posibilidades diagndsticas disponibles.

Una de las limitaciones que nos encontramos en este caso fue principalmente la dificultad de
realizar un estudio de segregacién mas completo, ya que el probando no tenia descendencia y el resto de
los familiares eran sanos. Ademas, no se pudieron realizar estudios experimentales que permitieran

confirmar la patogenicidad de la mutacidn encontrada.

5.4. Familia CMT1 AD-1: mutacion novel en EGR2 (P397H) asociada al polimorfismo LITAF (T49M)

(ANEXO)

EGR2 es un gen que codifica un factor de transcripcién importante para los programas de
mielinizacion de las células de Schwann (Jang et al., 2006; Nagarajan et al., 2001; Warner et al., 1999). La
mayor parte de las mutaciones descritas en este gen afecta a la region de los dedos de zinc, dando lugar

a una disminucién en la capacidad del factor de transcripcion de unirse al ADN. La mutaciéon P397H



encontrada en esta familia afecta a un residuo muy conservado cerca de esta regién de los dedos de zinc.
Mediante los estudios de actividad de la luciferasa se confirmd que la mutacién disminuia la capacidad
transcripcional de EGR2. Sin embargo, los estudios de unién al ADN in vitro y los ensayos ChIP no
demostraron una alteracién en la union del factor de transcripcion al ADN. Wilson et a/ (1992) describieron
una mutacion similar en el dedo de zinc del factor de transcripcion del crecimiento nervioso del gen A
(P369) que daba lugar a una disminucidn de su capacidad transcripcional sin alterar la capacidad de unién
al ADN. Esto sugiere que estas mutaciones no interfieren Unicamente en la unién al ADN, sino que podrian

estar relacionadas con el reclutamiento de otras proteinas como los coactivadores.

En esta familia se encontré también el polimorfismo T49M en el gen LITAF. Esta variante ya habia
sido descrita previamente como no patogénica (Beauvais et al., 2006; Saifi et al., 2005), de hecho, en dos
de los individuos de nuestra familia se encontraba presente sin relacionarse con sintomas o signos de
CMT. Sorprendentemente, el individuo que presentaba solo la mutacion P397H en EGR2 tampoco
presentaba sintomas de CMT, por lo que esta mutacidon por si sola no era responsable de la enfermedad.

Solo aquellos individuos con ambas mutaciones desarrollaban sintomas.

La hipétesis inicial residia en la posibilidad de una interaccidn fisica directa entre los péptidos de
ambos genes. Sin embargo, los estudios que intentaron demostrar esta relacién no dieron resultados
positivos. No se pudo demostrar que LITAF se uniera a EGR2 y tampoco que modificara su actividad

transcripcional.

Por otro lado, si se pudo observar una disminucion en la expresion del péptido LITAF mutante en
las células transfectadas sugestivo de una pérdida de funcién. Se sabe que la pérdida de funcion de LITAF
estd relacionada con una desregulacion del sistema de sefializacion NRG1-erB en las células de Schwann
(Lee et al., 2012), el cual a su vez estimula la expresion de multiples factores de transcripcion incluido

EGR2 (Arthur-Farraj et al., 2011). Por tanto, es probable que la accidon de cada uno por separado fuera
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insuficiente para desarrollar la enfermedad, pero la presencia conjunta de ambas mutaciones
desencadenara una reaccidn en cadena. Es decir, la pérdida de funcidn parcial de LITAF por la mutaciéon
T49M daria lugar a una desregulacion del sistema NRG1-erbB. Esto induciria de forma deficiente la
expresion de EGR2 P397H, que estaria ya de por si presente con una actividad transcripcional disminuida,

interfiriendo asi en el correcto desarrollo de la mielina.

5.5. Familia CMT1 AD-2: variantes de significado incierto

El uso de los paneles genéticos nos ha permitido estudiar de forma rapida y eficaz a los pacientes
en los que las mutaciones mas frecuentes han resultado negativas. Sin embargo, los resultados que
obtenemos deben interpretarse con cautela, sobre todo cuando se identifican variantes no descritas
previamente y cuyo significado es realmente incierto. Ademas, los paneles presentan limitaciones a la

hora de identificar grandes reordenamientos como duplicaciones o inserciones.

En esta familia se describieron dos mutaciones en dos genes diferentes. Tras la realizacion del
estudio de segregacién se pudo descartar razonablemente que la mutacidn en el gen ERBB4 estuviera
relacionada con la enfermedad, ya que se encontraba presente en el caso index y su madre sintomatica

pero no en el hijo sintomatico.

El otro gen con resultados inciertos fue MME. En este gen se describia en el estudio mediante
panel genético una probable duplicacidn no especificada. Las mutaciones en el gen MME han sido
descritas en relacion con CMT2 con herencia autosdmico recesiva (Higuchi et al., 2016). Posteriormente
se ha ampliado su espectro a formas de inicio mas tardio, incluso en la tercera edad, estableciéndose
como uno de los genes mas frecuentemente mutados en este subgrupo de pacientes genéticamente
indeterminados (Senderek et al., 2020). El cuadro clinico se caracteriza por una polineuropatia axonal de

inicio tardio con un fenotipo de predominio motor, grave y de rapida evolucién. En algunos pacientes los



sintomas sensitivos se manifiestan a lo largo de la enfermedad y un tercio de los pacientes presentan
dolor neuropatico (Higuchi et al., 2016; Lupo et al., 2018; Senderek et al., 2020). El patron de herencia
suele ser autosémico recesivo, aunque se han descrito casos en heterocigosis. En los casos con
transmisidn bialélica la penetrancia es practicamente completa y la clinica se manifiesta de forma mas
grave. En los pacientes portadores de variantes en heterocigosis, la transmisién se comportaria de forma
autosdmica dominante con una penetrancia incompleta, una clinica mas leve y de inicio mas tardio (Auer-
Grumbach et al., 2016; Senderek et al., 2020). Sin embargo, se han descrito algunas familias en las que los
pacientes con variantes en heterocigosis no presentan ningun sintoma (Higuchi et al., 2016; Lupo et al.,
2018). Estas variaciones en la penetrancia de los casos heterocigotos podrian estar en relacién con

factores geograficos o con el efecto de las diferentes variantes sobre la funcionalidad del gen.

Basandonos en las caracteristicas fenotipicas descartamos inicialmente este gen como la causa
de la enfermedad en esta familia, ya que el inicio de los sintomas en el caso index fue en la cuarta década,
la clinica fue predominante sensitiva, de evolucién lenta y el estudio neurofisioldgico demostré NCV en
rango desmielinizante. Sin embargo, teniendo en cuenta que el patron de herencia presentaba un perfil
autosdmico dominante y que en los casos heterocigotos la penetrancia puede ser incompleta, se decidio
ampliar el estudio mediante la realizacién de un cribado en el CNVs de multiples genes, incluyendo MME.
El resultado fue negativo, lo cual permitié descartar definitivamente la presencia de la probable
duplicacién y la relacién de este gen con la patologia de esta familia. No disponemos de diagndstico

genético en esta familia en el momento actual.

5.6. Familia CMT1 AD-3: estudio genético negativo

Este ultimo caso alna varios de los conceptos que se han descrito a lo largo de este trabajo y

ejemplifica la dificultad diagndstica que presentan algunas familias.
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Una de las caracteristicas de la enfermedad de CMT es la heterogeneidad clinica, dentro incluso
de una misma familia. De hecho, el caso index presentaba una clinica mas grave que su tio y se referian
otros familiares con estigmas leves de polineuropatia genética (pies cavos, parestesias en extremidades)
gue no pudieron ser examinados. La familia fue clasificada como CMT1 ya que el caso index, mas joven,
presentaba una polineuropatia con NCV en rango desmielinizante. Por el contrario, en su tio el estudio
neurofisiolégico era compatible con una polineuropatia axonal. Esto puede ser explicado por la
degeneracion axonal secundaria que se produce en los pacientes con patologia desmielinizante crénica

(Moss et al., 2021), aunque en este caso era leve y de predominio en miembros inferiores.

Otro de los factores fundamentales que se tuvo en cuenta en esta familia a la hora de orientar el
estudio genético fue la pertenencia a la etnia gitana. En este subgrupo de pacientes el perfil genético suele
ser diferente por una mayor prevalencia de consanguinidad y origenes geograficos concretos. A pesar de
que se realizd un panel genético completo para etnia gitana en el tio y otro panel dirigido a la poblacién

general en el caso index, no se llegd al diagndstico genético en esta familia.

Por ultimo, cabe resaltar la importancia de los nuevos métodos diagndsticos. Gracias al uso de
paneles genéticos se pudieron analizar multiples genes de forma simultanea. La interpretacién de los
datos se realizé siguiendo las directrices de la American College of Medical Genetics and Genomics sin
poder clasificar ninguna de las variantes encontradas como probablemente patogénica en el momento
actual. Sin embargo, el hecho de tener almacenada esta informacién nos puede permitir volver a analizar
los resultados en el futuro, en caso de describirse nuevas variantes asociadas a CMT. En esta familia se

plantea continuar el estudio mediante la realizacién de la secuenciacién completa de los exones.
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VI. CONCLUSIONES

1. Las diferencias metodoldgicas en los trabajos publicados y las caracteristicas
demograficas y socioculturales de cada poblacidon determinan la comparacién de los estudios
epidemioldgicos en CMT. En nuestra poblacidn, la distribucidn entre los grupos CMT1 y CMT2 fue
similar, incluyendo un tercer grupo CMTI que representd el 11.9% de la muestra. Los casos
autosdmicos dominantes fueron los mas frecuentes en las formas desmielinizantes, y los casos
esporadicos en las formas axonales.

2. Las probabilidades de éxito diagndstico estan determinadas por el subtipo de CMT y
los recursos de cada centro. Se consiguié el diagndstico genético en la mitad de los pacientes de
la muestra, sobre todo en las formas CMT1 AD. El uso de algoritmos diagndsticos y de paneles
genéticos permitié aumentar gradualmente las posibilidades de diagndstico genético en nuestros
pacientes.

3. La prevalencia de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth en el Departamento de Salud
de Alicante es de 31.8 casos por 100000 habitantes, en concordancia con otros estudios
epidemioldgicos realizados en otras dreas geograficas de nuestro pais.

4. Las mutaciones en los genes PMP22, GJB1 y MPZ fueron las mas frecuentes, tal y como
se ha descrito en la literatura actual. La presencia de varias familias con mutaciones en el gen
SH3TC2 se explica por las caracteristicas demograficas de nuestra region, tales como la alta
prevalencia de etnia gitana y la consanguinidad.

5. La distribucion genética por subgrupos siguid los patrones habituales descritos hasta el
momento, con una mayor prevalencia de casos con duplicacién del gen PMP22 en CMT]1,
mutaciones en el gen GADP1 en CMT2, y mutaciones en el gen GJB1 en el grupo CMTI. La

imposibilidad para explorar a los familiares de los casos index de CMT2 vy la dificultad de



diagnodstico genético inherente de este grupo explicaria el alto porcentaje de pacientes sin
etiologia genética filiada.

6. Los pacientes diagnosticados de CMT1A presentaron las caracteristicas clinicas clasicas
de esta enfermedad, caracterizada por una debilidad e hipoestesia distal en extremidades,
malformaciones dseas y progresidn lenta. Caracteristicamente, un 50% de los pacientes
presentaba sintomas autondmicos y un 40% dolor generalizado. Aunque la mayoria de los
pacientes inicid la sintomatologia en la primera década de vida, el 70% mantenia una buena
funcionalidad con deambulacion preservada, requiriendo de ayuda ortopédica en algunos casos.

7. Se incluyd un caso CMT1B por mutacion en el gen MPZ, probablemente relacionada
con el subtipo infanto-juvenil. La asociacidon de miastenia gravis con CMT es muy infrecuente y no
presenta una clara relacién causal.

8. Las mutaciones puntuales en el gen PMP22 se relacionan con formas graves y de inicio
precoz de CMT1, tal y como se describe en nuestro paciente. Es imprescindible conocer el
diagndstico diferencial de CMT con otras patologias para evitar errores y retrasos diagndsticos.

9. El uso de paneles genéticos nos permite analizar multiples genes de forma simultanea.
Los estudios de segregacion familiar son fundamentales para determinar la patogenicidad de las
variantes encontradas. La identificacion de dos mutaciones en dos genes diferentes relacionados
con CMT1 en forma de heterocigosis compuesta se postula como una nueva causa de
enfermedad. En la familia descrita todos estos procesos permitieron llevar a cabo un estudio
experimental que demostro la patogenicidad de ambas variantes en LITAF y EGR2 Unicamente en
los casos de heterocigosis compuesta. La colaboracion entre la parte clinica del proceso y la
investigacion basica fue fundamental para confirmar estos hallazgos y asi ampliar el conocimiento

de las bases fisiopatologicas de esta enfermedad.



CONCLUSIONES

10. A pesar de todos los avances diagndsticos disponibles en la practica clinica diaria, ain
guedan familias cuya etiologia genética queda sin filiar. Bien porque las variantes encontradas no
se correlacionan con el fenotipo o bien porque no se encuentran variables que puedan ser
consideradas como patogénicas con la informacién disponible actualmente. Esto demuestra la
gran heterogeneidad clinica y genética de esta enfermedad y la necesidad de continuar ampliando

el conocimiento y profundizando en las lineas de investigacién.
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ABSTRACT

Objective

To identify novel genetic mechanisms causing Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease.
Methods

We performed a next-generation sequencing study of 34 genes associated with CMT in a patient with

peripheral neuropathy.
Results

We found a non—previously described mutation in EGR2 (p.P397H). P397H mutation is located within the
loop that connects zinc fingers 2 and 3, a pivotal domain for the activity of this transcription factor. Using

promoter activity luciferase assays, we found that this mutation promotes decreased transcriptional
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activity of EGR2. In this patient, we also found a previously described nonpathogenic polymorphism in
lipopolysaccharide-induced TNF-a factor (LITAF) (p.T49M). We show that the p.T49M mutation decreases
the steady-state levels of the LITAF protein in Schwann cells. Loss of function of LITAF has been shown to
produce deregulation in the NRG1-erbB signaling, a pivotal pathway for EGR2 expression by Schwann cells.
Surprisingly, our segregation study demonstrates that p.P397H mutation in EGR2 is not sufficient to
produce CMT disease. Most notably, only those patients expressing simultaneously the LITAF T49M

polymorphism develop peripheral neuropathy.
Conclusions

Our data support that the LITAF loss-of-function interferes with the expression of the transcriptional-
deficient EGR2 P397H mutant hampering Schwann cell differentiation and suggest that in vivo both genes

act in tandem to allow the proper development of myelin.

GLOSARY

ChIP: chromatin immunoprecipitation; CMT: Charcot-Marie-Tooth; CMTNS: CMT neuropathy score; LITAF:

lipopolysaccharide-induced TNF-a factor.

INTRODUCTION

Many genes responsible for Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease have been identified to date, and it has
been estimated that at least other 30 CMT-causing genes could be still discovered in the near future.>3
EGR2 (also known as KROX20) is a transcription factor that activates the myelination program in Schwann
cells.*® Different alterations in the zinc finger region of this transcription factor lead to demyelination
causing the autosomal dominant CMT1 type D.® The lipopolysaccharide-induced TNF-a factor (LITAF) is an
18-kDa protein involved in endosomal recycling and protein degradation. Eight missense mutations in the
LITAF gene have been associated with autosomal dominant CMT1 type C.” Although some of these
mutations cause mislocation of LITAF from the lysosomal membrane to the cytosol and others induce the
formation of aggresomes,®® the exact pathogenic mechanism inducing demyelination remains unknown.
Here, we describe a family with a novel mutation in EGR2 (EGR2 P397H). Although the mutation reduces
the capacity of this transcription factor to induce myelin gene expression in vitro, in human heterozygotes,

this apparently produces no changes in myelin development and nerve function. Of interest, those
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members of the family who also harbor a nonpathogenic very-low-frequency polymorphism (<0.001) in
LITAF (LITAF T49M)™° developed a full-blown clinical pattern of inherited demyelinating peripheral
polyneuropathy. Our data suggest that in these patients, a mild reduction in the function of the LITAF
T49M protein can interfere with intracellular signaling and decrease the expression of an already

transcriptionally deficient EGR2 P397H, hampering myelin development and nerve function.

METHODS
Family selection

We selected a white family from the southwest region of Spain without consanguinity (figure 1). In this

family, the proband patient and her father had an intermediate hereditary motor and sensory neuropathy.

Next-generation sequencing and analyses

We extracted DNA from blood and then performed next-generation sequencing of a panel of 34 genes
correlated with Charcot-Marie-Tooth disease (table e-1, links.lww.com/NXG/A244). The regions under
study were selected by hybridization including exons and adjacent intron regions (-8, +8) of the panel
genes. Clonal amplification and sequencing was performed using a paired-end strategy on the Illumina
MiSeq platform. Sanger sequencing was accomplished for relevant detected changes and in silico
predictive analyses for missense mutations through the Alamut program. We screened variants'
frequencies at the Inherited Neuropathy Variant Browser

(hihg.med.miami.edu/code/http/cmt/public_html/index.html#/).

Plasmids. pGFP-hLITAF and pEGFP-hLITAF T49M were provided by Dr. Philip Woodman and Dr. Lydia
Wunderley (University of Manchester, UK). Where necessary, the DNA encoding for green flourescent
protein (GFP) was removed with restriction enzymes using standard molecular biology cloning methods
to generate phLITAF and phLITAF T49M. A PMP22 intronic enhancer cloned in pGL4 (phPMP22enh-
Luciferase) and pcDNA3.1 hEGR2 construct were provided by Dr. John Svaren (University of Wisconsin).
pcDNA3.1-EGR2 P397H was generated with the Quikchange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La

Jolla, CA). The correct sequences of the construct were confirmed by sequencing.
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Cell cultures. Schwann cells were cultured from sciatic nerves of neonatal rats as described previously11
with minor modifications (see Methods, e-Methods, links.lww.com/NXG/A245). RT4D6-P2T rat
Schwannoma cells were obtained from Professor Dies Meijer (University of Edinburgh, UK). HEK293 cells

were obtained from Sigma-Aldrich (St. Loius, MO).

Reporter activity assays. Schwann cells or HEK293 cells were transfected with the indicated constructs
and then lyzed. Their luciferase activity was determined with the Luciferase Assay System (Promega,
Madison, WI) using the manufacturer's recommendations. The B-galactosidase activity (Beta-Glo Assay
System; Promega) of a pRSV40-LacZ reporter cotransfected at 1:100 was used to normalize variations in

cell number, viability, and transfection efficiency.

Immunofluorescence. Immunofluorescence studies were performed on cells cultured in coverslips using

standard procedures (see Methods, e-Methods, links.lww.com/NXG/A245).

Chromatin immunoprecipitation assays. The chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay followed a

modified procedure of the method'? (see Methods, e-Methods, links.lww.com/NXG/A245).

DNA-protein binding assay. The binding of EGR2 to DNA was performed using the DNA-Protein Binding
Assay Kit from Abcam (ab117139) (see Methods, e-Methods, links.lww.com/NXG/A245).

Standard protocol approvals, registrations, and patient consents

Human DNA was obtained using protocols approved by our institutional review board. The research was
performed in accordance with the Declaration of Helsinki. The Ethical Committee of the General Hospital
of Alicante approved the study. All adult participants provided informed consent for clinical and genetic

analysis.

Statistical analysis

Values are presented as mean * standard error among comparison groups, and statistical significance of
group differences was estimated with the Student t test. A critical p value of less than 0.05 was considered

significant. Analysis was performed using GraphPad software (version 6.0).
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Data availability

The data that support the study findings are available from the corresponding authors on reasonable

request.

Figure 1. Segregation of EGR2 P397H and LITAF T49M mutations in the family
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(A) Images obtained from the proband (IIl.3) showing atrophy of the posterior leg muscle

compartment that generates lower limbs in inverted champagne bottle. In the upper



limbs, hand muscles and thenar eminence were also atrophied. (B) Family pedigree. Ages
at the moment of exploration are indicated in red. The arrow indicates the proband. LITAF
neg, EGR neg: tested for mutations with negative results. (C) Chromatograms of members
of the family. A red arrow indicates the position of the potentially mutated nucleotide. (D)
Cartoon showing the localization of the newly identified mutation in the loop connecting
zinc fingers 2 and 3 of the EGR2 transcription factor (arrow in the upper image). The
alignment of the equivalent region of EGR2 from 7 different species shows that this is a
highly evolutionary conserved sequence (lower image). LITAF = lipopolysaccharide-

induced TNF-a factor.

RESULTS

Clinical studies of the proband

The proband (lll.3 in figure 1B) was a 54-year-old woman with an intermediate hereditary motor and
sensory neuropathy, with chronic axonal damage diagnosed at age 47 years in a neurophysiologic study.
Initial symptoms began in the early childhood with progressive muscular atrophy and gait instability. At
the most recent examination in April 2018 (figure 1A), the distal upper and lower limbs showed moderate-
severe atrophy with associated weakness, arched feet, and Achilles tendon shortening. Reflexes were
decreased or abolished. All sensory modalities were diminished. The CMT neuropathy score (CMTNS)
value was 20. In the neurophysiologic study, motor nerve conduction velocities were slightly decreased in
the median nerve, and no compound action potentials could be detected in the lower limbs (peroneal and
tibial nerves) (table 1). Sensory nerve conduction velocities were decreased in the median and sural

nerves, and action potentials were undetectable in the peroneal nerve.

Genetic study of the proband

The proband (111.3 in figure 1B) underwent a detailed genetic study to identify the mutated gene that was
putatively responsible for the disease. After ruling out PMP22 duplication, 34 candidate genes (table e-1,
links.lww.com/NXG/A244) associated with CMT disease were selected for next-generation sequencing.

No previously described pathogenic mutations were found in any of these genes. However, the patient
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shows a previously described variant of the LITAF gene (c.146C>T; p.Thrd9Met), considered to be a
polymorphism, as it has been found in both symptomatic and nonsymptomatic individuals”° (figure 1, B
and C). This variant is predicted to produce the change of threonine 49 by a methionine in the LITAF
polypeptide (LITAF T49M). Of interest, the proband also demonstrated a previously undescribed missense
mutation in EGR2 (c.1190C>A; p.Pro397His) (figure 1, B and C). This nucleotide substitution is predicted
to produce a change of the proline 397 by a histidine (EGR2 P397H) within the loop sequence that
connects zinc finger numbers 2 and 3 (figure 1D). The presence of both mutations in heterozygosis was
confirmed by amplifying the proband's genomic DNA by PCR and sequencing with the Sanger method (l11.3
in figure 1C).

Table 1. Electrophysiologic findings of the proband (llI-3), father (II-3), brother (l1l-2), and

cousin (IlI-1)

Proband III-3 -3 13 -1
Motor nerve conduction
Median nerve
Distal latency (ms) (<4.2) 4.40 475 285 39
CMAP (mV) (>3.5) 49 35 56 6.5
MCV (m/s) (>48) 45.4 445 54.4 49.3
Ulnar nerve
Distal latency (ms) (<3.4) 3.05 21 265 33
CMAP (mV) (>2.8) 50 6.6 64 6.3
Md (m/s) (>50) a7.8 59.4 }\ul mal” Normal
Peroneal nerve
Distal latency (ms) (<5.5) NR NR 41 Normal
CMAP (mV) (>2.5) NR NR 58 Normal
MCV (m/s) (>40) NR 148 57.1 Normal
Tibial nerve
Distal latency (ms) (<6.0) NR 8.05 365 50
CMAP (mV) (>2.9) NR 0.1 20 41
MCV (m/s) (>41) NR NR 309 41.2
Sensory nerve conduction
Median nerve
SNAP (uV) (>19) 58 37 396 Normal
SCV (m/s) (>47) 43.0 29.8 514 Decreased
Ulnar nerve
SNAP (uV) (>18) 42 58 248 Normal
SCV (m/s) (>44) 36.6 426 488 Normal
Peroneal nerve
SNAP (uV) (>3.5) NR 12 46 39
SCV (m/s) (>40) NR 26.7 529 36.5
Sural nerve
SNAP (pV) (>4.9) 4.8 0.43 65 5.4
SCV (m/s) (>41.3) 338 256 479 417

Abbreviations: CMAP = compound muscle action potential; HMSN = hereditary sensory and motor neuropathy; MCV = motor conduction velocity; NR =
nonrecordable; SCV = sensory conduction velocity; SNAP = sensory nerve action potential.

Abnormal values are written in bold, Precise data for the peroneal and median nerve for patient lil-1 were not available. The nerve conduction velocities and
amplitudes were predominantly more decreased in the lower than in the upper limbs, with peroneal and sural nerve severe injuryin the proband and her father.
Peroneal nerve motor and sensory conduction velocities were NR for the proband, Tibial nerve motor conduction velocity was NR for the proband (II1-3) and her
father (1I-3), Proband Ill-3 had motor tibial nerve damaged with a prevailing axonal pattern, The proband's cousin (patient IIl-1) showed a selective sensory
peroneal and right median nerve conduction velocity decline without HMSN complete criteria,
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EGR2 (c.1190C>A; p.Pro397His) associates with CMT disease only in a LITAF (c.146C>T; p.Thr49Met)

genetic background

To determine whether the EGR2 P397H mutation is associated with the disease, we performed a
cosegregation study of this mutation with CMT symptoms in other members of the family. The proband's
father, aged 79 years (I1.3 in figure 1B), referred instability, falls, and distal paresthesia for about 20 years.
Our neurologic examination showed hand interosseous and distal lower limb atrophy with almost normal
muscle strength. Reflexes were decreased in the legs, and arched feet were also observed.
Electrodiagnostic study demonstrated a chronic intermediate sensory and motor polyneuropathy, with

predominance in the lower limbs (table 1). The CMTNS value was 9, indicating a mild disability.

EGR2 (c.1190C>A; p.Pro397His) was found in heterozygosis in the father, suggesting an association of the
mutation with the symptoms. However, he also expresses the LITAF T49M variant, precluding the
possibility of establishing an unequivocal association between the EGR P397H mutation and the CMT
symptoms. The proband's mother (I1.4 in figure 1, B and C) does not have these mutations in EGR2 and

LITAF genes.

The proband's brother (l11.2 in figure 1B) was aged 45 years. His neurologic examination showed slight
lower distal limb atrophy, flat feet, and Achilles tendon retraction. Nerve conduction velocity studies
revealed a selective motor axonal neuropathy in both tibial nerves without data of complete
polyneuropathy (table 1). Genetic studies showed the LITAF T49M variant (in heterozygosis) but no
mutation in the EGR2 gene (figure 1C). The son (IV.1 in figure 1, B and C) showed the LITAF T49M in
heterozygosis but was asymptomatic and neurologically normal. The daughter (IV.2 in figure 1, B and C)
was also asymptomatic and did not show any of these mutations. Next, we explored other members of
the family. Two of the proband's aunts were likely affected, but one of them (lI.1 in figure 1B) died before
the study, and the other (Il.2 in figure 1B) did not want to participate in the study. The 55-year-old
proband's cousin (lIl.1 in figure 1, B and C) was also examined. He had never complained of symptoms,
and the neurologic examination was normal. Electrophysiology revealed an exclusively sensitive
demyelinating polyneuropathy, probably due to the diabetes mellitus type 1 background (table 1). Of
interest, the genetic study revealed that he had the EGR2 P397H variant in heterozygosis but no mutation
in LITAF. Thus far, our data showed that only those members of the family with the EGR2 P397H and LITAF
T49M develop CMT symptomes.
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EGR2 P397H has a decreased transcriptional activity

Mutations in EGR2 cause distinct forms of demyelinating peripheral neuropathies including CMT1 type D
and Dejerine-Sottas neuropathy, among others.® Many of these mutations map in 1 of the 3 zinc finger
domains of the transcription factor. The consequence of these mutations is generally the loss of DNA
binding capacity. Although not strictly located within the zinc fingers, proline 397 is an evolutionary
conserved residue located within a loop that connects zinc finger 2 with zinc finger 3 (figure 1D).
Importantly, mutations in the equivalent proline (P368) in nerve growth factor induced gene A (a related
zinc finger protein) block its transcriptional activity.'* To learn how P397H change affects EGR2 function,
we introduced this mutation in the construct pcDNA3.1 hEGR2. Seeking to determine whether the
mutation alters the stability of EGR2 polypeptide, HEK293 cells were transfected with wild-type and
mutant constructs. As is shown in figure 2A, both proteins were expressed at similar levels, illustrating
that the mutation does not affect protein stability. Moreover, the EGR2 P397H mutant localized into the
nucleus probing that the mutation does not change the subcellular localization of this transcription factor
(figure 2B). Then, we evaluated the transcriptional activity of EGR2 P397H using an enhancer cloned
upstream of the human P2 PMP22 promoter sequence and the pGL4 luciferase reporter.’® As is shown in
figure 2C, EGR2 wild type induced luciferase activity by more than 28-fold over the basal activity
(pcDNA3.1 empty vector). By contrast, the EGR2 P397H mutant increased the activity by only 13-fold.

To better approach the in vivo situation in the nerves of our patients, we decided to explore the
transcriptional activity of the EGR2 P397H mutant in transfected primary cultures of Schwann cells. As is
shown in figure 2D, EGR P397H is normally expressed and localized and has decreased transcriptional
activity, including in Schwann cells as well. To determine whether the loss of transcriptional activity is
caused by decreased capacity of the EGR2 P397H to bind DNA, HEK293 cells were transfected with the
wild-type and mutant EGR2 and nucleus isolated (see Methods). Nuclear extracts were allowed to bind a
double-stranded biotinylated oligonucleotide with a tandem-repeated EGR2-binding consensus sequence
(see Methods, e-Methods, links.lww.com/NXG/A245). DNA-protein complexes were captured in the assay
microwell and quantified colorimetrically with an anti-EGR2-specific antibody (see Methods, e-Methods,
links.lww.com/NXG/A245). As is shown in figure 3A, both wild-type and mutant EGR2 showed similar
binding capability DNA. To further confirm this result, we performed ChIP assays on the PMP22 enhancer
in transfected HEK293 cells (see Methods). As is highlighted in figure 3B, ChIP assay confirmed that the
P397H mutation does not change the capacity of EGR2 to bind DNA.
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Figure 2. EGR2 P397H shows a decreased transcriptional activity in both heterologous

systems and Schwann cells.
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(A) Western blot of HEK293 cells transfected with an empty vector (pcDNA3.1), pcDNA3.1
hEGR2 (EGR2), and pcDNA3.1 hEGR2 P397H (EGR2 P397H). GAPDH was used as a loading
control. No change in the stability of the mutant protein is observed. (B)

Immunofluorescence with anti-EGR2 antibody of HEK293 cotransfected cells with the
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different EGR2 constructs and GFP demonstrate that both wild-type and mutant proteins
localize properly in the nucleus (labeled with Hoechst staining). Anti-GFP
immunofluorescence highlights those cells that have been transfected. Bars 25 um. (C)
P397H decreases the transcriptional activity of EGR2. HEK293 cells were transfected with
phPMP22enh-Luciferase and an empty vector (pcDNA3), EGR2 or EGR2 P397H and
luciferase activity determined. Results were normalized against the activity of the pRSV40-
LacZ vector. Data are given as mean * standard error (SE) and analyzed with the t test (2
sided). ****p < 0.0001. (D) Immunofluorescence with anti-EGR2 antibody of Schwann cells
cotransfected with the different EGR2 constructs and GFP showing both wild-type and
mutant proteins localized in the nucleus. Anti-GFP immunofluorescence highlights
transfected cells. Bars 25 um. (E) As in HEK293 cells, the transcriptional activity of EGR2
P397H also decreases in Schwann cells. Data are given as mean * SE and analyzed with the
t test (2 sided). ****p < 0.0001. GAPDH = glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase;

GFP = green fluorescent protein; LITAF = lipopolysaccharide-induced TNF-a factor.

LITAF T49M protein has decreased stability

Initial studies postulated that LITAF itself might act as a transcription factor.®'® Indeed, recent studies
have shown that LITAF has a cysteine-rich region that coordinates zinc.'”*® We explored whether LITAF
could positively regulate the transcription of myelin genes. To this aim, HEK293 cells were cotransected
with phPMP22enh-Luciferase and the plasmids encoding for the human LITAF sequence. As shown in
figure 3C, LITAF was not able to induce the transcription of PMP22, neither increase the transcriptional
activity of EGR2, ruling out a direct upregulation of EGR2 transcriptional activity by this protein. We also
ruled out a direct physical interaction between LITAF and EGR2 proteins by coimmunoprecipitation
studies (figure e-1, links.lww.com/NXG/A243). LITAF has been shown to participate in the recruitment of
endosomal sorting complex required for transport components to endosomal membranes regulating ErbB
receptor trafficking and consequently NRG1 signaling in Schwann cells.® Because NRG1 signaling is pivotal
for EGR2 induction and Schwann cell differentiation,’® we hypothesized that LITAF T49M may interfere
with EGR2 expression in the Schwann cells of the double heterozygotes. One possibility was that this
mutation had a loss of function effect by decreasing protein stability. Of interest, during the
coimmunoprecipitation studies performed in HEK cells (figure e-1, links.lww.com/NXG/A243), we noticed

that the LITAF T49M GFP fusion protein was consistently much less expressed compared with the LITAF-
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GFP wild type. To learn whether the T49H mutation affects LITAF protein stability also in Schwann cells,
we transfected cultured Schwann cells with LITAF-GFP and LITAF T49M GFP constructs. As is shown in
figure 3D, the number of cells expressing detectable levels of LITAF protein was notably lower when the
mutant construct was transfected, suggesting decreased protein stability. To further substantiate this
hypothesis, RT4D6 Schwannoma cells were transfected with the LITAF TA9M GFP and the LITAF-GFP
constructs. After 48 hours, cells were lyzed, and protein extracts were immunoblotted with a polyclonal
anti-LITAF antibody. Anti-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase immunoblot was used as a loading
control. As is shown in figure 3E, the LITAF T49M GFP protein was less abundant than LITAF-GFP also in
these cells. A similar result was obtained when the GFP tag was removed from the constructs. Together,
our results show that the T49M mutation produces a decrease in the stability of the LITAF polypeptide

that could interfere with NRG1-erbB signaling in Schwann cells.

DISCUSSION

CMT disease is a hereditary peripheral neuropathy caused by distinct mutations in more than 40 different
genes. One of these genes is EGR2, a pivotal master gene in the establishment of the myelin gene
expression program by Schwann cells.*%? Indeed, more than 30 missense mutations causing peripheral
neuropathy have been described in this transcription factor
(hihg.med.miami.edu/code/http/cmt/public_html/index.html#/). Most of these mutations are located in
the zinc finger region, a domain essential for the transcriptional activity of EGR2. Using next-generation
sequencing, we discovered a novel mutation of this domain in EGR2 (EGR2 P397H) in a family with CMT
clinical symptoms. Using promoter activity assays, we found that this mutant has a decreased
transcriptional activity compared with the wild type. Surprisingly, DNA binding and ChIP assays suggest
that this mutant transcription factor binds efficiently to myelin gene promoters. Of interest, a similar
mutation in the zinc finger transcription factor nerve growth factor induced gene A (P369) that blocks
transcriptional activity does not interfere with DNA binding.'* Together, these data suggest that this
proline residue is involved in the recruitment of other proteins such as coactivators, but not in the binding

of EGR2 to DNA. Experiments to address this point are currently being performed in our laboratory.

We found that this family also expressed a mutation in LITAF (LITAF T49M). Although other missense
mutations in this gene cause CMT type 1C disease, this particular variant has been considered a

polymorphism, as it was found in asymptomatic members of other pedigrees.’® Indeed, our analysis
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confirms that at least 2 members of the family who present this mutation (l1l.2 and IV.1) have no CMT

compatible clinical symptoms and are normal in the neurologic exploration.

Figure 3. DNA binding of EGR2 P397H, transcriptional effects of LITAF, and stability of LITAF
T49M
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(A) EGR2 P397H binds normally to DNA in vitro. HEK293 cells were transfected with the
constructs pcDNA3.1-EGR2 and pcDNA3.1-EGR2 P397H and nuclear extracts obtained.
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Biotinylated oligonucleotides with the EGR2-binding sequence in tandem (3 repeats) were
incubated with nuclear extracts. Anti—-EGR2 polyclonal antibody was used to quantify
colorimetrically the binding of EGR2 to the oligonucleotide (see Methods). Nuclear
extracts of nontransfected and GFP-transfected cells were used as controls. Data are given
as mean * standard error (SE) and analyzed with the t test (2 sided). (n = 7). (B) EGR2 P397H
binds normally to DNA in vivo. HEK293 cells were transfected with pcDNA3.1-EGR2 and
pcDNA3.1-EGR2 P397H and cross-linked with PFA. Chromatin was purified and
immunoprecipitated with anti-EGR2 antibody or a nonspecific 1gG (chromatin
immunoprecipitation grade). gPCR was performed with specific primers for the enhancer
region of PMP22. As shown, the recovery of the PMP22 enhancer region in the
immunoprecipitate was similar in both cases. No relevant recovery was obtained with the
nonspecific IgG. Data are given as mean * SE and analyzed with the paired t test (2 sided).
*p <0.05; **p < 0.01 (n=10). (C) LITAF has no PMP22 transcriptional activity and does not
increase EGR2 transcriptional activity. HEK293 cells were transfected with phPMP22enh-
Luciferase and an empty vector (pcDNA3), LITAF, EGR2, or LITAF + EGR2 and luciferase
activity determined. Results were normalized against the activity of the pRSV40-LacZ
vector. Data are given as mean + SE and analyzed with the t test (2 sided). A slight tendency
to decrease the basal activity of the reporter by the LITAF construct was observed. *p <
0.05. (D) LITAF T49M has decreased stability. Cultured Schwann cells were transfected with
LITAF-GFP and LITAF T49M GFP constructs. The number of cells expressing detectable
levels of LITAF protein was notably lower with the mutant construct. Bar 25 pum.
Quantification of immunofluorescence showing the percentage of GFP positive per frame
(n =30). Data are given as mean + SE and analyzed with the t test (2 sided). (E) Immunoblot
analysis supports a decreased stability for the LITAF T4A9M polypeptide. RT4D6 cells were
transfected with the LITAF T49M GFP and the LITAF-GFP constructs, lysed, and protein
extracts immunoblotted with a polyclonal anti-LITAF antibody. Anti-GAPDH immunoblot
was used as a loading control. A similar result was obtained when the GFP tag was
removed. The densitometry of 3 different experiments is shown. Data are given as mean
+ SE and analyzed with the t test (2 sided). *p < 0.05; **p < 0.01. (F) Working model: a
reduction in the function of the LITAF T49M protein decreases the expression of an already
transcriptionally deficient EGR2 P397H hampering myelin development and nerve

function. GAPDH = glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GFP = green fluorescent
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protein; LITAF = lipopolysaccharide-induced TNF-a factor; PFA = paraformaldehyde; qPCR:

guantitative polymerase chain reaction.

Surprisingly, and despite of the decreased transcriptional activity of the EGR2 P397H, only those members
of the family who have both mutations at the same time developed CMT symptoms (members 1.3 and
I11.3). Indeed, the cousin of the proband (member 1l.1), who has only the EGR2 P397H mutation, and is of
similar age, does not show CMT symptoms. Although this provides strong evidence that both mutations
are necessary to develop the clinical symptoms, we cannot completely rule out that an incomplete
penetrance of the EGR P397H mutation could explain our findings. Genetic and clinical characterization

of other lineages will help to clarify this point.

Initially, we reasoned that a physical interaction between LITAF and EGR2 proteins could explain the
genetic interaction. However, we could not detect any binding of LITAF to EGR2, neither a positive effect

of LITAF on the transcriptional activity of EGR2.

It has been shown that the loss of function of LITAF produces deregulation in the NRG1-erbB signaling in
Schwann cells.® Of interest, we observed that the steady-state levels of the LITAF T49M mutant protein
(in both heterologous systems and in Schwann cells) are consistently much lower than the wild-type form,
suggesting a loss of function mechanism. Because adequate NRG1-erbB signaling is pivotal for EGR2
expression and myelin development, it is conceivable that although a partial decrease in the
transcriptional activity of EGR2 P397H or a partial loss of LITAF function does not individually interfere
with myelin development, in the compound heterozygotes, the deregulated NRG1-erbB signaling
(consequence of a partial loss of LITAF function) will deficiently induce an already transcriptional defective

EGR2, interfering with myelin development and peripheral nervous system function.
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