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RESUMEN

INTRODUCCION:

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) es la neuropatia
hereditaria mas frecuente, con una prevalencia de 28 casos/100.000
habitantes. CMT es uno de los sindromes neurodegenerativos mas
complejos, con mas de 80 genes identificados. El abordaje de este
sindrome debe partir de un adecuado estudio clinico, genealdgico y
neurofisiolégico que permita establecer un fenotipo de CMT vy
orientar el diagndstico molecular.

OBJETIVO:

Analizar la epidemiologia genética de CMT en Galicia.

Realizar una descripcién fenotipica, electrofisiolégica y molecular de
la poblacion con CMT en Galicia.

Proponer un protocolo de diagnostico genético para su aplicacion en la
practica clinica.

METODO:

Estudio descriptivo de CMT en poblacién adulta (>18 afios) en
Galicia. Se incluyen pacientes con diagnostico de CMT y seguimiento
clinico en el servicio de Neurologia de las diferentes Gerencias de
Gestion Integrada de Galicia.

RESULTADOS:

Identificamos 232 casos de CMT en Galicia (142 familias). La
prevalencia de CMT fue de 10 casos/100.000 habitantes. La
prevalencia de CMT desmielinizante fue de 6 casos/100.000
habitantes y para CMT axonal 3 casos/100.000 habitantes. El 60% de
los casos mostro una herencia autosomica dominante (AD) y un 35%
una herencia autosomica recesiva (AR) o fueron casos esporadicos. La
causa mas frecuente de CMT fue CMT1A (57%). Otras causas de
CMT identificadas fueron CMTX1 (9%), CMT1B (7%), CMT2A
(6%) y CMT2K (6%). Las formas desmielinizantes de CMT se
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agruparon en CMT1A (75%), CMT1B (9.2%), CMT4G (4%) y
CMT1D (4%). En CMT2 observamos una amplia heterogeneidad
clinica y genética, resultando CMT2A (26%), CMT2K (26%),
CMTXL1 (26%), mutaciones en BSCL2 (13%) y CMT2T (5.3%) las
causas mas frecuentes. Alcanzamos el diagnéstico molecular en el
93% de CMT desmielinizante y en un 47.5% de CMT axonal.

CONCLUSIONES:

La epidemiologia de CMT en Galicia muestra un patrén de
distribucion similar al observado en otras Comunidades Auténomas.
Destacamos un elevado porcentaje de casos de herencia AR 0 casos
esporadicos; elevado porcentaje de CMT1A, CMT1D, CMT2A,
CMT2K, CMT2D y CMT2T.

PALABRAS CLAVE: enfermedad de Charcot-Marie-Tooth,
polineuropatia  sensitivo motora hereditaria, CMT, CMTI1A,
prevalencia.
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RESUMO

INTRODUCCION:

A enfermidade de Charcot-Marie-Tooth (CMT) é a neuropatia
hereditaria mais frecuente, cunha prevalencia de 28 casos/100.000
habitantes. CMT é unha das sindromes neurodexenerativas mais
complexas, con mais de 80 xenes atopados. O abordaxe dista
sindrome debe comezar con un axeitado estudo clinico, xenealdxico e
neurofisioloxico que permita establecer un fenotipo de CMT e orientar
o diagndstico molecular.

OBXECTIVO:

Analizar a epidemioloxia xenética da CMT en Galicia.

Realizar unha descripcion fenotipica, electrofisiolxica e molecular da
poboacion con CMT en Galicia.

Propofier un protocolo de diagnostico xenético para a sua
aplicabilidade na préctica clinica.

METODO:

Estudo descriptivo da CMT na poboacion adulta (>18 anos) en
Galicia. Incluironse doentes con diagndstico de CMT e seguimiento
clinico no servizo de Neuroloxia das diferentes Xerencias de Xestion
Integrada de Galicia.

RESULTADOS:

Atopamos 232 casos de CMT en Galicia (142 familias). A prevalencia
de CMT foi de 10 casos/100.000 habitantes. A prevalencia de CMT
desmielinizante foi de 6 casos/100.000 habitantes e na CMT axonal 3
€as0s/100.000 habitantes. O 60% mostrou una herencia AD e un 35%
unha herencia AR ou foron casos esporadicos. A causa mais frecuente
da CMT foi CMT1A (57%). Outras causas da CMT foron CMTX1
(9%), CMT1B (7%), CMT2A (6%) e CMT2K (6%). As formas
desmielinizantes de CMT agruparonse en CMT1A (75%), CMT1B
(9.2%), CMT4G (4%) e CMT1D (4%). CMT2 foi unha sindrome
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heteroxénea, resultando CMT2A (26%), CMT2K (26%), CMTX1
(26%), mutacions en BSCL2 (13%) e CMT2T (5.3%) as etioloxias
mais frecuentes. Alcanzamos o diagndstico molecular no 93% de
CMT desmielinizantes e nun 47.5% de CMT axonal.

CONCLUSIONS:

A epidemioloxia de CMT en Galicia mostra un patrén de distribucion
similar o atopado noutras Comunidades Auténomas. Destacamos un
elevado porcentaxe de casos de herencia AR ou casos esporadicos;
elevado porcentaxe de CMT1A, CMT1D, CMT2A, CMT2K, CMT2D
e CMT2T.

PALABRAS CLAVE: enfermidade de Charcot-Marie-Tooth,
polineuropatia  sensitivo motora hereditaria, CMT, CMTI1A,
prevalencia.
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ABSTRACT

INTRODUCTION:

Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease is the most frequent hereditary
neuropathy, with a prevalence of 28 cases/100.000. CMT is one of the
most complex neurodegenerative syndrome, with more than 80 genes
identified. The approach to this syndrome must start from an adequate
clinical, genealogical and neurophysiological study that allows
establishing a CMT phenotype and to guide the molecular diagnosis.

OBJECTIVE:

To analyze the genetic epidemiology of CMT in Galicia.

Conduct a phenotypic, electrophysiological and molecular description
of the population with CMT in Galicia.

Propose a genetic diagnosis protocol for its application in clinical
practice.

METHODS:

Descriptive study of CMT (>18 years) in Galicia. Patients with CMT
diagnosis and a clinical follow-up in the Neurology department of the
different Integrated Management Departments of Galicia are included.

RESULTS:

We identified 232 cases of CMT in Galicia (142 families). The
prevalence of CMT was 10 cases/100.000. The prevalence of
demyelinating CMT was 6 cases/100.000 and for axonal CMT was 3
cases/100000. Regarding the inheritance pattern, 60% were
considered as AD and 35% as AR or sporadic cases. The most
frequent causes of CMT were CMT1A (57%). Other causes of CMT
were CMTX1 (9%), CMT1B (7%), CMT2A (6%) and CMT2K (6%).
The demyelinating forms of CMT were associated with CMT1A
(75%), CMT1B (9.2%), CMT4G (4%) and CMT1D (4%). CMT2 was
a heterogeneous syndrome, with CMT2A (26%), CMT2K (26%),
CMTX1 (26%), BSCL2 mutations (13%) and CMT2T (5.3%) being
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the most frequent causes. The causative mutation was detected in 93%
of patients with demyelinating CMT and in 47.5% of axonal CMT.

CONCLUSIONS:

The epidemiology of CMT in Galicia shows a distribution pattern
similar to that observed in other regions. It should be noted that we
identify a high prevalence of AR or sporadic inheritance pattern and a
frequent diagnosis of CMT1A, CMT1D, CMT2A, CMT2K, CMT2D
and CMT2T.

KEYWORDS: Charcot-Marie-Tooth disease, hereditary motor and
sensory neuropathy, CMT, CMTL1A, prevalence.
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AD:
AR:
ADN:
AME:
ATP:
CMAP:
CMT:

CMTES:
CMTNS:

NHMD:
EEII:
EESS:
ENMG:
ENG:
EMG:
FDS:
GGl:
LD:
NHMS:
NHPP:
NHSA:
MARN:

ABREVIATURAS

herencia autosomica dominante

herencia autosomica recesiva

acido desoxirribunucleico

atrofia muscular espinal

adenosin trifosfato

potencial de accion muscular compuesto
Charcot-Marie-Tooth

CMT Examination Score

CMT Neuropathy score

neuropatia hereditaria motora distal
extremidades inferiores

extremidades superiores
electroneuromiograma
electroneurografia

electromiografia

Functional Disability Scale

Gerencia de Gestion Integrada

latencia distal

neuropatia hereditaria motora y sensitiva
neuropatia hereditaria con paralisis por presién
neuropatia hereditaria sensitiva y autonomica
acido ribonucleico mensajero
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MLPA:
NGS:
NHC:
ONLS:
PCR:
PSE:
RCP:
RM:
SDS:
SNC:
SNP:
STIR:
VB:
VCN:
VCNM:
VCNMM:

VCNS:
VP:
VPB:
VPP:
VP/VPP:
VSD:
WES:
WGS:
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Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
Next Generation Sequencing

neuropatia hipomielinizante congeénita
Overal Neuropathy Limitations Score
Polymerase Chain Reaction

potencial sensitivo evocado

reflejo cutaneoplantar

resonancia magnética

sindrome Déjerine-Sottas

sistema nervioso central

sistema nervioso periférico

Short T1 Inversion Recovery

variante benigna

velocidad de conduccion nerviosa
velocidad de conduccion nerviosa motora

velocidad de conduccién nerviosa motora de nervio
mediano

velocidad de conduccion nerviosa sensitiva
variante patogénica

variante probablemente benigna

variante probablemente patogénica

variante patogénica o probablemente patogénica
variante de significado desconocido
whole-exome sequencing

whole-genome sequencing
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Introduccién

1 EL NERVIO PERIFERICO

El sistema nervioso periférico (SNP) estd formado por las raices
espinales motoras y sensitivas, los ganglios raquideos y vegetativos,
los plexos nerviosos, los nervios periféricos, la union neuromuscular y
los musculos. El nervio periférico es la estructura encargada de
conducir el impulso nervioso entre los drganos periféricos y el sistema
nervioso central. Esta constituido por tejido conectivo, vasos
sanguineos y fibras nerviosas. Las fibras nerviosas segun su funcion
se dividen en motoras, sensitivas y vegetativas. Los nervios
periféricos se clasifican en nervios motores, sensitivos 0 mixtos. La
inmensa mayoria de los nervios periféricos son nervios mixtos y, por
tanto, conducen estimulos aferentes (fibras sensitivas) asi como
estimulos eferentes (fibras motoras).

El nervio periférico estd constituido por la agrupacion de varias
fibras nerviosas en forma de fasciculos y rodeado por una membrana
gue actua de pared limitante (epineuro). Cada fasciculo esta rodeado
por tejido conectivo que proporciona proteccion, elasticidad y hace de
barrera hematica (perineuro). Las fibras nerviosas estan constituidas
por la prolongacion del cuerpo neuronal o axén y las células de

Schwann, rodeadas por tejido conectivo (endoneuro).
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FIGURA 1. ESTRUCTURA DEL NERVIO PERIFERICO

Epineuro

Perineuro

Endoneuro

Figura elaborada a partir de un banco publico de imagenes (Servier).

En funcién de la relacion entre la fibra nerviosa y la célula de
Schwann se distinguen dos tipos de fibras, fibras mielinicas y fibras
amielinicas. Las fibras mielinicas son fibras de didmetro mediano o
grande, se encargan de conducir la sensibilidad al tacto, presion,
propiocepcion, porcion aferente de los reflejos musculares y los
impulsos motores. Las fibras amielinicas de menor diametro se
encargan de conducir la sensibilidad algésica, temperatura y funciones
autonémicas. Durante el proceso de mielinizacion la célula de Schwann
rodea en forma de espiral al axdn depositando mdaltiples capas de
mielina. En las fibras amielinicas, cada célula de Schwann envuelve
varios axones, sin formar mielina. En las fibras mielinicas cada célula
de Schwann envuelve un segmento de 1 a 3 mm aproximadamente, a lo
largo del axdn (una célula de Schwann, un axon). Entre dos células de
Schwann sucesivas permanece una pequefia zona de axon expuesta de 2

a 3 um, es el nodo de Ranvier. Una céelula de Schwann, la vaina de
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mielina, abarca lo que separa dos nodos, espacio que se llama
internodo. Los potenciales de accion solo se pueden producir en el nodo
de Ranvier, de forma que, la funcién principal de la vaina de mielina es
aumentar la velocidad de conduccidn (conduccion saltatoria). Sin
embargo, la vaina de mielina también aisla los axones del exterior,
proporciona soporte trofico al axén y es clave en los procesos de
regeneracion del nervio tras una lesion [1].

En la vaina de mielina se diferencian dos regiones, la mielina
compacta y la mielina no compacta, constituidas por proteinas
especificas. La mielina compacta (el internodo) contiene proteinas
estructurales como la proteina de la mielina periférica 22 (PMP22), la
proteina cero de la mielina (Po) y la proteina basica de la mielina
(MBP). La regién no compacta, a su vez, se puede dividir en dos
dominios contiguos pero con estructura molecular y funciones
especificas (el paranodo y el yuxtaparanodo). El paranodo es la zona
contigua al nodo de Ranvier donde encontramos diversas proteinas
como la conexina 32 (Cx32), la glicoproteina asociada a la mielina
(MAG), la isoforma 155 de la neurofascina (NF155) y el complejo
formado por contactin-1 (CNTN1) y contactin-associated protein-1
(CASPR1). La region yuxtaparanodal, contigua al paranodo, contiene
una alta densidad de canales de potasio dependientes de voltaje,
contactin-2 (TAG-1) y contactin-associated protein 2 (CASPR2) [2-4].

Mutaciones en genes que implican procesos biologicos en la
célula de Schwann o en el axon dan lugar a una alteracion en la
funcién o en la estructura del nervio periférico y causan neuropatias
periféricas hereditarias.
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2 NEUROPATIAS PERIFERICAS

2.1 DEFINICIONY ETIOPATOGENIA

Las enfermedades del nervio periférico se conocen por el término
de neuropatias periféricas. Cuando el dafio de diversos nervios
periféricos se produce de forma sincrénica, simétrica y difusa se
denominan polineuropatias. La clinica de las polineuropatias se
caracteriza por una combinacion de alteraciones sensitivas, motoras
y/o autonémicas de forma simétrica y con mayor afectacion distal.

El diagndstico etiolégico de las neuropatias periféricas engloba
una extensa lista de entidades (tabla 1). En el 75% de los casos, un
abordaje sistematico basado en la historia clinica, exploracion fisica y
hallazgos del electroneuromiograma, el cual permite clasificar las
neuropatias en axonales o desmielinizantes, posibilita alcanzar un
diagnostico etiologico. A pesar de esto, hasta en un 25% de los casos
no se encuentra la causa de la neuropatia tras un estudio exhaustivo.
Se cree que un 30% de estas polineuropatias de etiologia no conocida

son de causa genética [5-8].
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TABLA 1. POLINEUROPATIAS: CLASIFICACION ETIOLOGICA

CLASIFICACION ETIOLOGICA DE LAS POLINEUROPATIAS

POLINEUROPATIAS METABOLICAS Y NUTRICIONALES

Diabetes mellitus
Hipotiroidismo
Insuficiencia renal
Insuficiencia hepatica
Déficit de vitamina B

POLINEUROPATIAS TOXICAS

¢ Neuropatia etilica
e Farmacos
e  Toxicos industriales o ambientales

POLINEUROPATIA INMUNOLOGICA

e Sindrome de Guillain-Barré
e Polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica
¢ Neuropatia vasculitica

POLINEUROPATIA INFECCIOSA

Lepra
Enfermedad de Lyme (Borrelia)
Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
Virus herpes zoster
e Otras (Brucella, Sifilis, Botulismo, Difteria, Tuberculosis)
ClasificaciPOLINEUROPATIAS ASOCIADAS A PARAPROTEINEMIAS
Amiloidosis sistémica primaria
Mieloma multiple
Mieloma osteoesclerético
Macrglobulinemia de Waldenstrom
Gammapatia monoclonal de significado incierto (GMSI)
Crioglobulinemia

POLINEUROPATIA PARANEOPLASICA

POLINEUROPATIA DEL ENFERMO CRITICO

POLINEUROPATIA HEREDITARIA

Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
Neuropatia sensitiva autonémica hereditaria
Polineuropatia amiloidética familiar

Porfiria

Otras

[Tabla adaptada de Pardo J., Gutierrez-Rivas E., Guijarro M. Polineuropatias. Julio
Pascual Gomez. Tratado de Neurologia. Madrid: Luzan 5; 2012: 1315-17].
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2.2 NEUROPATIAS HEREDITARIAS

El origen de las neuropatias hereditarias es un defecto genético.
Los genes implicados en el desarrollo de neuropatias hereditarias
codifican proteinas con localizacién y funciones muy diversas, tanto a
nivel axonal como en la célula de Schwann [4,9-11]. Las
polineuropatias hereditarias pueden dividirse en dos grupos
principales:

1. Sindromes en los que la neuropatia es la Unica o principal
manifestacion.
2. Sindromes donde la neuropatia forma parte de una enfermedad

neuroldgica mas compleja o afectacion multisistémica (tabla 2).

Cuando la neuropatia es el sintoma principal o la unica
manifestacion de la enfermedad diferenciamos tres entidades
principales: (1) la neuropatia hereditaria motora y sensitiva (NHMS) o
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT), (2) la neuropatia
hereditaria sensitiva y autonomica (NHSA) y (3) la neuropatia
hereditaria motora distal (NHMD). Ademas, en esta categoria hay dos
neuropatias hereditarias con afectacion sensitivomotora de curso
recurrente que son la neuropatia con susceptibilidad a las paralisis por
presion (HNPP) o neuropatia tomacular y la neuralgia amiotrofica
hereditaria [5,12]. En el segundo grupo, donde la neuropatia forma
parte de una enfermedad mas compleja, podemos clasificar el

sindrome neuropatico en tres categorias mayores: (1) neuropatia y
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ataxia, (2) neuropatia y espasticidad o (3) neuropatia y retraso global

del neurodesarrollo. A pesar de esta subdivision, hay neuropatias

complejas que no se pueden englobar en ninguno de los tres

subgrupos anteriores, en este caso, hay una serie de signos y/o

sintomas menores que pueden orientar el diagnéstico (tabla 2) [13].

TABLA 2. NEUROPATIAS HEREDITARIAS COMPLEJAS

NEUROPATIAS HEREDITARIAS COMPLEJAS

NEUROPATIA Y ATAXIA

Ataxia de Friedreich

Ataxia con apraxia oculomotora tipo. 1

Ataxia espinocerebelosa AR (SCAR1, SCAR21)

Ataxia-telangiectasia

Abetalipoproteinemia

Ataxia con déficit de vitamina E

Sindrome de X Fragil

Galactosialidosis

Sindrome de ataxia cerebelosa con neuropatia y arreflexia vestibular
bilateral (CANVAS)

Leucoencefalopatia con afectacion de tronceoencéfalo y espinal (LBSL)
Neuropatia, ataxia y retinitis pigmentosa (NARP)

Ataxia espinocerebelosa con neuropatia (SCAN1)

Trastornos en la sintesis de Peroxisomas 6

Microcefalia, epilepsia y retraso del desarrollo (MCSZ)

Ataxia espinocerebelosa SCA1, SCA2, SCA3, SCA7, SCA10, SCA12,
SCA23, SCA27, SCA36

Polineuropatia, hipoacusia, ataxia, retinitis pigmentosa y cataratas
(PHARC)

Ataxia de Charlevoix-Saguenay (ARSACS)

Ataxia central y periférica con hipoacusia y diabetes mellitus (ACPHD)
Xantomatosis cerebrotendinosa

Enfermedad de Refsum

NEUROPATIA Y ESPASTICIDAD

Paraparesia espastica hereditaria asociada a HSN

Paraparesia espastica, atrofia optica y neuropatia (SPOAN)

SPG3A, SPG4, SPG5A, SPG7, SPG9A, SPG10, SPG11, SPG12, SPG15,
SPG17, SPG20, SPG26, SPG28, SPG30, SPG39, SPG43, SPG46, SPG55,
SPG56, SPG57, SPG61

Ataxia espastica 5
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Enfermedad por cuerpos de poliglucosanos del adulto
Atrofia muscular espinal distal

Adrenoleucodistrofia

Déficit de Alfa-methylacil-CoA racemasa

NEUROPATIA Y RETRASO GLOBAL DEL DESARROLLO

Insensibilidad congénita al dolor

Sindrome de Neuropatia sensitiva y autonomica con discapacidad
intelectual

Sindrome de deplecion de ADN mitocondrial tipo 7 (MTDPS7)
Neuropatia axonal gigante

Neurodegeneracion cerebral con depésitos de hierro 2A

Disgenesia cerebral, neuropatia, ictiosis y keratoderma (CEDNIK)

Déficit Piruvato-deshidrogensa alfa-E1

Trastorno congénito de la glicosilacion

Leucodistrofia hipomielinizante 6

Sindrome Harel-Yoon (HAYOS)

Trastorno de la génesis peroxisomal (PBD9B)

Déficit Hexosaminidasa A

Enfermedad de Sandhoff

Hipoplasia pontocerebelosa 9, 1B

Atrofia muscular espinal de predominio en extremidades inferiores
(SMALED1 y 2)

Sindrome de la triple A, enfermedad de Allgrove (AAAS)

Atrofia muscular espinal con epilepsia mioclonica progresiva
Enfermedad neurolégica, endocrina y pancreatica de inicio infantil
Déficit intelectual, enteropatia, hipoacusia neurosensorial, neuropatia
e ictiosis (MEDNIK)

Sindrome de Cockayne

Sindrome de Leigh

Encefalopatia secundaria a defectos de la fision mitocondrial y
peroxisomal 2

Agenesia del cuerpo calloso con neuropatia

Sindrome de Aicardi-Goutieres

Leucodistrofia hipomielinizante con cataratas congénitas

Trastorno congénito de la glicosilacion 1A

Leucodistrofia metacromatica

Enfermedad de Krabbe

Enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher

NEUROPATIA Y SINTOMAS EXTRAPIRAMIDALES

Leucoencefalopatia con distonia y neuropatia motora

Sindromes de deplecion de ADN mitocondrial (MTDPS4B, MTDPS5)
Corea-Acantocitosis

Sindrome McLeod

CMT2P

Atrofia muscular espinal distal tipo 5 (DSMA 5)
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Enfermedad mitocondrial
SPG10

NEUROPATIA Y ENFERMEDAD OF TALMOLOGICA
(*ATROFIA OPTICA / **RETINITIS PIGMENTOSA / ***CATARATAS)

Sindrome de Atrofia 6ptica*

Sindrome de Costeff u OPA3*

Atrofia 6ptica de Leber*

Neuropatia hereditaria motora y sensitiva (HMSN6B*)
CMTX5%, CMT1B, CMT2M

Sindrome de Brown-Vialetto-Van-Laere (BVVLS2*)
Paraparesia espastica, atrofia 6ptica y neuropatia (SPOAN*)
SPG7, SPG9A, SPG15**, SPG43, SPG46***, SPG55, SPG57*
Leucodistrofia metacromatica*

Enfermedad de Krabbe*

Encefalopatia por defecto de la fisi6bn peroxisomal y mitocondrial*
Sindrome de Cockayne*

Déficit de Hexosaminidasa A*

Enfermedad de Sandhoff*

Sindrome de Harel-Yoon (HAYOS¥)

Aciduria metilmalénica y homocisteinuria tipo Cb1c**
Sindrome Kearns-Sayre**

Ataxia cordonal posterior y retinitis pigmentosa**
Neuropatia, ataxia y retinitis pigmentosa (NARP**)
Enfermedad de Refsum**

Polineuropatia, hipoacusia, ataxia, retinitis pigmentosa y cataratas**
Déficit de alfa-methylacil-CoA racemasa (AMACRD**)
Sindrome de Cockayne**

Trastorno de la génesis peroxisomal (PBD9B**)

Defectos congénitos de la glicosilacion tipo 1A**

Cataratas congénitas, dismorfia facial y neuropatia***
Xantomatosis cerebrotendinosa***

Leucodistrofia hipomielinizante (HLD5/HCC**¥)

NEUROPATIA PERIFERICA Y CRANEAL

Polineuropatia amiloidética familiar tipo 4 (FAP-4)

Sindrome Kearns-Sayre

Sindrome de deplecion de ADN mitocondrial tipo (MTDPS8B, MTDPS5,
MTDPS4B)

Fibrosis congénita de musculos extraoculares (CFEOMA3)

Atrofia muscular bulbo-espinal (SBMA)

BVVLS1, BVVLS2

Sindrome de neuropatia, miopia, ronquera e hipoacusia (PNMHH)
Sindrome Cowchock

Encefalopatia mitocondrial, acidosis lactica con episodios de focalidad
neurolégica (MELAS)

Neurofibromatosis tipo 2 (NF2)
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Enfermedad de Kanzaki

Sindrome de neuropatia sensitiva hereditaria, demencia e hipoacusia
(HSN1E)

Ataxia central y periférica con hipoacusia y diabetes mellitus (ACPHD)
Polineuropatia, hipoacusia, ataxia, retinitis pigmentosa y cataratas
Enfermedad de Refsum

Trastorno de la génesis peroxisomal (PBD9B)

Déficit intelectual, enteropatia, hipoacusia neurosensorial, neuropatia
e ictiosis (MEDNIK)

CMTX5

NEUROPATIA PERIFERICA Y ENFERMEDAD ENDOCRINA

Disgenesia gonadal con neuropatia

Adrenoleucodistrofia

Sindrome de la triple A (AAAS)

Enfermedad neurolégica, endocrina y pancreatica de inicio infantil
Atrofia muscular bulbo-espinal (SBMA)

NEUROPATIA Y MIOPATIA

Distrofia muscular congénita 1A (déficit de merosina)
Miopatia miofibrilar tipo 6 (MFM6)
Distrofia muscular de cinturas y neuropatia (LMNA)
Epilepsia mioclénica con fibras rojo rasgadas (MERRF)
Déficit acyl-CoA dehidrogenasa
HMN2A, HMN2B
Sindrome de artrogriposis congénita letal
Miopatia distal con neuropatia axonal motora, ronquera e hipoacusia
(PNMHH)
NEUROPATIA Y CARDIOMIOPATIA

Polineuropatia amiloidotica familiar (FAP-1)
Enfermedad de Fabry
Déficit complejo V de la cadena respiratoria
Neuropatia, ataxia y retinitis pigmentosa (NARP)
Ataxia de Friedreich
Sindrome de Harel-Yoon (HAYOS)
Sindrome de McLeod
Sindrome de Kearns-Sayre
Miopatia miofibrilar, cardiomiopatia, escoliosis, neuropatia axonal
(MFM6)
NEUROPATIA Y ENFERMEDAD HEPATICA Y GASTROINTESTINAL

Sindrome de deplecion ADN mitocondrial (MTDPS1, MTDPS3, MTDPS4B,
MTDPS6, MTDPS8B)

SCAR21

Tirosinemia tipo 1

Amiloidosis visceral hereditaria

Neuropatia autonémica y somatica
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Sindrome de megacolon de Goldberg-Shprintzen

Sindrome de Waardenburg tipo 2E

Sindrome de la triple A (AAAS)

Déficit intelectual, enteropatia, hipoacusia neurosensorial, neuropatia
e ictiosis (MEDNIK)

Xantomatosis cerebrotendinosa

e Polineuropatia amiloidotica familiar (FAP-1)

NEUROPATIA Y ENFERMEDAD RENAL

e Polineuropatia amiloidotica familiar (FAP-3)
e Sindrome de insuficiencia renal y mioclonus
e CMTDIE
e Enfermedad de Fabry
NEUROPATIA Y ENFERMEDAD HEMATOLOGICA E INMUNOLOGICA
e Homocisteinuria con acidosis metilmalénica (MMACHC)
e Sindrome de Chediack-Higasi
e Déficit hereditario de CD59
e Sindrome de McLeod
NEUROPATIA Y ENFERMEDAD CUTANEA Y DEL TEJIDO CONECTIVO
e Xeroderma pigmentosum
¢ Neuropatia hereditaria AR con o sin degeneracion macular (HNARMD)
e Sindrome de Ehlers-Danlos (EDS6)
e Enfermedad de tejido conectivo y neuropatia
e Enfermedad de Refsum
e Trastorno de la génesis peroxisomal (PBD9B)
e Xantomatosis cerebrotendinosa
o Disgenesia cerebral, neuropatia, ictiosis y keratoderma (CEDNIK)
o Déficit intelectual, enteropatia, hipoacusia neurosensorial, neuropatia
e ictiosis (MEDNIK)
e Sindrome de Cockayne
e Polineuropatia amiloidética familiar (FAP-4)
e Enfermedad de Kanzaki
e Enfermedad de Fabry
NEUROPATIA HEREDITARIA RECURRENTE
e Porfiria aguda intermitente. Coproporfiria. Porfiria variegata
e Tirosinemia tipo 1
e Déficit de proteina trifuncional, neuropatia y miopatia
e Enfermedad de jarabe de arce Ib
e Sindrome de disfuncién del metabolismo de la tiamina (THMD4)
e Enfermedad de Tangier
e Déficit hereditario de CD59

Principales sindromes donde la neuropatia forma parte de un cuadro clinico con
afectacion multisistémica.
[Adaptada de Rossor et al., J Neurol Neurosurg Psychiatry; 2017]
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3 ENFERMEDAD DE
CHARCOT-MARIE-TOOTH

3.1 ANTECEDENTESHISTORICOS

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth debe su nombre a Jean-
Martin Charcot, Pierre Marie (Francia) y Howard Henry Tooth (Reino
Unido) que en 1886 describen una forma particular de atrofia
muscular progresiva (Figura 2).

En Francia, Charcot y Pierre Marie describen cinco pacientes, dos de
ellos hermanos, con un cuadro clinico que llamaron "atrofia muscular
progresiva" de inicio entre los 3 y los 15 afos. Observaron una atrofia
distal de muslos y piernas, pies cavos, dedos en martillo, arreflexia de
extremidades inferiores, mano en garra y una marcha equina. Unicamente
un paciente presentaba alteracion sensitiva. La causa de la enfermedad
propuesta por ambos autores fue una mielopatia.

En Reino Unido tres meses mas tarde, Howard Henry Tooth
describe cinco pacientes con "una atrofia muscular progresiva de tipo
peroneal”. Los sintomas comienzan entre los 6 y los 35 afios, en forma
de atrofia muscular en extremidades inferiores. Los musculos més
afectos eran la musculatura peroneal, tibial anterior, extensor
digitorum longus y gemelos. Dos pacientes presentaban una
amiotrofia asimétrica y dos tenian una atrofia de los musculos
intrinsicos de las manos con arreflexia. El autor considerd que la

enfermedad estaba causada por un dafio del nervio periférico [14].
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FIGURA 2. CHARCOT, MARIE Y TOOTH

Jean Martin Charcot Pierre Marie Howard Henry Tooth

[Adaptada de Kazamel et al. J. Neurol; 2014].
Esta figura cuenta con la autorizacion otorgada por Springer Nature, Copiryght
Clearance Center.

En 1893 Dejerine y Sottas, describieron una forma de neuropatia
hipertréfica mas grave y de inicio precoz. La enfermedad afectaba a
dos hermanos, sin antecedentes familiares de neuropatia, en los que se
podia observar un engrosamiento de nervios periféricos, cifoescoliosis
y pupila de Argyll-Robertson. En 1926, Roussy y Lévy detallan un
sindrome clinico similar al descrito por Charcot, Marie y Tooth donde
el temblor era la caracteristica principal conocido como sindrome de
Roussy-Lévy.

Guilliat y Thomas en 1957, asi como Dick y Lambert en 1968
fueron los primeros en clasificar la atrofia muscular progresiva en dos
formas en funcion de la velocidad de conduccién nerviosa y los
hallazgos histologicos. Observaron familias que presentaban una
atrofia muscular progresiva con disminucion de la velocidad de
conduccion nerviosa e hipertrofia de nervios y otras familias con

velocidad de conduccién nerviosa normal.
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En la década de los 70, Dyck y Lambert (1968) y posteriormente
Thomas y Harding (1974, 1980) clasificaron la enfermedad segun el
patrén de herencia, caracteristicas clinicas, electrofisiologicas e
histoldgicas. Esta clasificacion aceptada hasta la actualidad distingue
cinco grandes tipos: 1) CMT1, son formas desmielinizantes o
hipertroficas, con una velocidad de conduccion nerviosa motora de
nervio mediano < 38 m/s y de herencia AD o AR; 2) CMT2 son
formas axonales con una VCNM > 38 m/s, de herencia AD o0 AR; 3)
enfermedad de Dejerine-Sottas, son formas graves de CMT
hipomielinizantes de herencia AR; 4) formas ligadas al cromosoma X;
5) formas complejas [15,16].

En 1982, Bird y colaboradores mediante estudio de ligamiento,
demostraron que el gen que causaba la forma desmielinizante de CMT
se encontraba ligado al locus del antigeno Duffy en el cromosoma 1.
Sin embargo, la mayoria de familias con CMT desmielinizante
mostraban ligamiento en el brazo corto del cromosoma 17. El locus
del cromosoma 17p se llamo6 CMT1A vy el locus del cromosoma 1q se
Ilam6 CMT1B [14,17].

En 1995 sblo se conocian mutaciones en los genes de la proteina
de la mielina periférica 22 (PMP22), de la proteina cero de la mielina
(MPZ) y en el gen GJB1 o conexina-32 [18]. Debido al avance de la
genética molecular, en los Gltimos 20 afios se identificaron méas de 80
genes relacionados con la enfermedad, el 47% fueron identificados
después del afio 2009 [12,19,20].
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3.2 MANIFESTACIONES CLINICAS

La neuropatia hereditaria motora y sensitiva o CMT es una
enfermedad genéticamente heterogénea con un fenotipo clinico
comun. Esta causada por mutaciones en genes que codifican proteinas
que se localizan a lo largo del nervio periférico y participan en
diversas funciones. ElI mecanismo final de la enfermedad es una
degeneracion axonal, que permite explicar el fenotipo clinico [21]. La
atrofia, debilidad muscular y pérdida de la sensibilidad ocurren con un
patrén dependiente de la longitud y con una progresion de distal a
proximal. La enfermedad comienza en extremidades inferiores, con
debilidad y atrofia de musculatura intrinsica de los pies, causando la
aparicion de pie cavo y dedos en martillo. La progresion hacia la
pierna y el tercio inferior del muslo da lugar al patron tipico de patas
de ciguefia. La enfermedad también puede afectar a las manos y
antebrazos (Figura 3 A-F). La perdida de modalidades sensitivas,
sobre todo, vibratoria, tactil y algésica es frecuente. En algunos casos
la sensibilidad propioceptiva se puede alterar dando lugar a una ataxia
sensitiva. Los reflejos musculares estdn hipoactivos o ausentes.
Ademas, otros datos que frecuentemente podemos encontrar en un
paciente con CMT son la escoliosis, temblor, calambres musculares,
dificultad para manipular objetos, dificultad para correr o caminar, pie
caido, marcha en steppage o dolor en extremidades inferiores y/o

dolor lumbar.
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FIGURA 3. DEFORMIDADES ESQUELETICAS EN CMT

FIGURA 3 (C-D). PIE CAVO Y DEDOS EN MARTILLO EN CMT

FIGURA 3 (E-F). ATROFIA DE MUSCULATURA INTRINSICA DE LAS MANOS EN CMT
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El fenotipo clasico de CMT comienza en la primera o en la
segunda década de la vida con una progresion lenta. Sin embargo, el
rango de edad de comienzo de la enfermedad y gravedad clinica puede
ser ampliamente variable. Hay pacientes con CMT en los que la
enfermedad comienza de forma precoz y causa un fenotipo grave,
mientras que otros casos permanecen asintomaticos o con clinica leve
hasta una edad avanzada [22,23]. A pesar de existir un fenotipo
clinico comun, CMT presenta una importante variabilidad clinica intra
e interfamiliar asi como un importante solapamiento genético
(mutaciones en genes diferentes pueden causar el mismo fenotipo y
diferentes mutaciones en el mismo gen pueden causar fenotipos
diferentes) [24].

3.3 CLASIFICACION ACTUAL DE CMT

La clasificacion actual de CMT se basa en la propuesta por Dyck
y posteriormente Harding en la década de los 70 [16]. Se diferencian
dos grandes grupos:

1) CMT1 o CMT4 segun el patron de herencia AD o AR
respectivamente. Son formas desmielinizantes con una
velocidad de conduccion nerviosa motora en nervio mediano
< 38 m/s, amplitud normal o discretamente reducida y biopsia
de nervio sural con datos de desmielinizacion y proliferacién
de las células de Schwann, formando estructuras concéntricas

0 bulbos de cebolla.
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2) CMT2 son formas axonales, de herencia AD o AR. Se
observa una reduccién en la amplitud del potencial de accién
muscular compuesto con velocidad de conduccion nerviosa
motora normal o discretamente reducida (VCNM > 38 m/s) y
datos de degeneracidn axonal y regeneracion en la biopsia de

nervio.

A pesar de esta sencilla clasificacion, hay formas de CMT que no
pueden clasificarse como CMT1 ni como CMT2, son las formas de
CMT intermedio.

3) CMT intermedio. En aquellos casos donde se dan las
siguientes caracteristicas: 1) VCNM entre 25-45 m/s, 2)
aumento de la latencia distal, 3) amplitud del potencial de
accion muscular compuesto normal y 4) datos de
degeneracion axonal, regeneracion nerviosa, y presencia de

bulbos de cebolla en la biopsia de nervio [16,25].

Con el advenimiento de las nuevas técnicas de secuenciacion
masiva, la nosologia de CMT esta en permanente cambio. Hay méas de
80 genes patogénicos implicados en CMT y mas del 50% de los
mismos se describieron después de 2009. Por este motivo, hoy en dia,
realizar una clasificacion puramente basada en la genética no resulta
préctico debido a la importante variabilidad fenotipica y genética [24].
Una adecuada nomenclatura de CMT debe incluir el patron

neurofisiologico, patrén de herencia y diagnostico molecular.
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TABLA 3. CLASIFICACION ACTUAL DE CMT

Fenotipo

Tipo Gen

CMT1 AUTOSOMICO DOMINANTE
CMT1A PMP22
CMT1B MPZ
CMT1C LITAF
CMT1D EGR2
CMT1F NEFL
CMT1G PMP2

CMT1 plus FBLN5

Fenotipo clasico CMT1, SDS, NHC
CMT1, SDS, NHC

CMT1 clasico

CMT1 clasico, SDS, NHC

Fenotipo CMT2 con VCNM en rango
desmielinizante

CMT1 clasico

Cutis laxa, degeneracion macular, VCN baja,
NHM

CMT1 AUTOSOMICO RECESIVO (CMT4)

CMT4A GDAP1
CMT4B1 MTMR2
CMT4B2 MTMR13(SBF2)
CMT4B3 MTMR5 (SBF1)

CMT4C SH3TC2

CMT4D NDRG1

CMT4E EGR2

CMT4F PRX

CMT4G HK1
CMT4H FGD4

CMT4J FIG4

CCFDN CTDP1

CMT4 SURF-1
CMT4 AHNAK2
CMT2 AUTOSOMICO DOMINANTE

CMT2A MFN2

CMT2B RAB7

CMT2C TRPV4

CMT2D GARS, BSCL2

CMT2E NEFL

CMT2F HSPB1

Inicio precoz grave, paralisis cuerdas vocales
y diafragmatica

CMT1 grave, afectacion facial y bulbar

CMT1 grave, glaucoma, plegamientos focales
mielina

CMT1, plegamientos focales mielina

CMT1 grave, escoliosis, inclusiones
citoplasmaticas

CMT1 grave, etnia gitana, hipoacusia, atrofia
lingual
CMT1, SDS, NHC

CMT1, predominio sensitivo, plegamientos
focales mielina

CMT1 de inicio precoz grave, etnia gitana
CMT1 clasico

CMT1, predominio motor

CMT1, etnia gitana, cataratas, dismorfia
CMT1, Ataxia, encefalopatia, Sindrome Leigh
CMT1

CMT2, atrofia optica

CMT2, Ulceras

CMT2, paralisis cuerdas vocales

CMT2 con debilidad de manos predominante
CMT2 con VCN en rango desmielinizante
CMT2 predominio motor
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Tipo Gen Fenotipo
CMT2I MPZ CMT2 inicio tardio
CMT2J MPZ CMT2 con hipoacusia y alteracién pupilar
CMT2K GDAP1 CMT2 inicio tardio leve-moderado; CMT2
grave
CMT2L HSPBS8 CMT2 predominio motor
CMT2M DNM2 CMT2, cataratas, oftalmoplejia, ptosis
CMT2N AARS CMT2 clasico
CMT2P LRSAM1 CMT2 leve de predominio sensitivo
HMSNP TFG CMT2 con afectacion proximal
CMT2V NAGLU CMT2 predominio sensitivo
CMT2W HARS CMT2
CMT2Z MORC2 CMT2 con signos piramidales
CMT2CC NEFH CMT2, debilidad proximal
CMT2DD ATP1A1 CMT2
vCcP CMT2
KIF5A CMT, paraparesia espastica
OTROS MT-ATPé6 CMT2, signos piramidales, recurrencia
TUBB3 Fibrosis congénita mUsculos extraoculares
DGAT2 CMT2 de inicio precoz con ataxia sensitiva
CMT2 AUTOSOMICO RECESIVO
CMT2B1 LMNA CMT2 rapida progresion
CMT2B2 PNKP CMT2 con ataxia cerebelosa
CMT2R TRIM2 CMT2 inicio infantil
CMT2S IGHMBP2 CMT2
CMT2T MME CMT2 inicio tardio
CMT2X ALS5/SP1G41)1/KIAA8 Signos piramidales, inicio segunda década
SCO, Predominio motor, puede causar
cardioencefalomiopatia infantil
DNAJB2 CMT2
HINT1 Neuropatia axonal, predomino motor con
neuromiotonia
OTROS GDAP1 CMT2 grave con afectacion de cuerdas
vocales
C12o0rf65 CMT2 con atrofia optica (AR-CMT6)
Inicio precoz, silla de ruedas 2 década,
MCM3AP discapacidad intelectual

MTMR5 (SBF1)

CMT LIGADO A X

CMT?2 inicio precoz, microcefalia, retraso
motor, signos piramidales, oftalmoplejia
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Tipo Gen
CMTX1 GJB1
CMTX3 Insercion C8
CMTX4 AIFM1
CMTX5 PRPS1
CMTX6 PDK3
CMTX DRP2

CMT INTERMEDIA AD
CMTDIB DNM2
CMTDIC YARS
CMTDID MPZ
CMTDIE IFN2
CMTDIF GNB4

CMT INTERMEDIA AR
CMTRIA GDAP1
CMTRIC PLEKHG5
CMTRID COX6A1

Introduccion

Fenotipo
CMT1 hombres, CMT2 mujeres

Fenotipo CMT2, inicio infantil, retraso
desarrollo, hipoacusia, dificultad aprendizaje

Fenotipo CMT2, sordera, atrofia dptica
Fenotipo CMT2
VCN intermedia

Cataratas, ptosis, oftalmoplejia
CMTI
CMTI

Glomeruloesclerosis, enfermedad renal
terminal

CMTI

CMTI
CMTI, AME
CMTI inicio en la primera década

Clasificacion de CMT. [Adaptado de Laura, M., et al. Current Opinion; 2019].

3.4 MECANISMOS ESTIOPATOGENICOS

El avance de la medicina molecular hizo posible conocer los

principales genes implicados en CMT. Mutaciones en estos genes

causan una alteracion en diferentes proteinas implicadas en diversas

funciones celulares. Los mecanismos patogenicos de CMT los

podemos clasificar segun las proteinas alteradas y funcion celular: (1)

proteinas estructurales de la mielina; (2) proteinas implicadas en el

mantenimiento del citoesqueleto y transporte axonal; (3) dinamica

mitocondrial; (4) sintesis, distribucion y degradacion de proteinas; (5)
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proteinas de membrana nuclear, proteinas implicadas en la

transcripcion y procesamiento de mRNA,; y (6) canales ionicos [4,26].

PROTEINAS ESTRUCTURALES DE LA MIELINA

La duplicacion en el gen PMP22 (peripheral myelin protein 22)
es la causa mas frecuente de CMT. Representa un 70% de las formas
desmielinizantes (CMT1) y un 55% de todos los casos de CMT
(CMT1A). El gen PMP22 codifica una proteina de membrana de 22
kDa que compone el 2-5% de la mielina, la proteina de la mielina
periférica 22, la cual esta implicada en la formacion y mantenimiento
de la mielina compacta. Las neuropatias hereditarias que se relacionan
con PMP22 se pueden dividir en tres grupos (CMT1A, NHPP,
mutaciones puntuales). CMT1A se debe a una duplicacion de 1,5 Mb
en el cromosoma 17pl1l1.2-p12 que contiene el gen PMP22. La
trisomia alélica o duplicacion de PMP22 causa una sobreproduccién
de proteina, agregados proteicos en el reticulo endoplasmico de la
celula de Schwann, formacion de una mielina inestable y muerte
celular programada [9,27]. La neuropatia tomacular o neuropatia
sensitivomotora con susceptibilidad a la paralisis por presiéon es
debida a una delecion en la region 17p11.2-12 que incluye al gen
PMP22. El tercer grupo ocurre en caso de mutaciones puntuales en
PMP22 que da lugar a CMT1E [28].

En 1982 se demostré que el gen responsable de CMT1 se
localizaba en el cromosoma 1, pero no seria hasta 1993 cuando se
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identificd el gen MPZ (myelin protein zero), responsable de CMT1B.
El gen MPZ codifica una glicoproteina transmembrana de 28 kDa que
pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas, la proteina mayor
0 (PO). La proteina PO compone el 50% de las proteinas mielinicas y
es esencial para el mantenimiento y funcién de la mielina. Las
mutaciones en este gen causan una ganancia de funcion que resulta
perjudicial en el nervio periférico [29]. Hay dos fenotipos de CMT
asociados con mutaciones en este gen, una forma desmielinizante de
herencia AD (CMT1B) responsable de menos del 5% de CMT1 y una
forma axonal AD (CMT2) [30-32].

Las tres proteinas principales de la mielina son la proteina basica
de la mielina (MBP o P1), la proteina cero de la mielina (PO) y la
proteina periférica de la mielina (PMP2 o P2). Mutaciones en el gen
PMP2 (peripheral myelin protein 2) que codifica la proteina P2 se
asocian con CMT1. La proteina P2 tiene una doble funcién, actia
como una proteina de membrana periférica y ademas ejerce como una
proteina de unién a &cidos grasos permitiendo su transporte desde el
citoesqueleto y posterior liberacion en la membrana. Ademas,
recientemente se ha observado que desarrolla un papel importante
durante el proceso de remielinizacion del nervio periférico tras una
lesion [33-35].
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CITOESQUELETO Y TRANSPORTE AXONAL

El citoesqueleto es una estructura tridimensional compuesta por
microtdbulos, microfilamentos y filamentos intermedios que en
conjunto proporcionan soporte interno a la célula, permite la
organizacion de estructuras e interviene en los procesos de transporte
celular. Mutaciones en proteinas relacionadas con el citoesqueleto,
tanto de la célula de Schwann como en el citoesqueleto del axdn, se
asocian con CMT.

La periaxina es una proteina estructural localizada en las células
de Schwann. Esta proteina esta codificada por el gen PRX. Las dos
isoformas de la periaxina interacttan con el complejo de
distroglicanos a través de la proteina relacionada con la distrofina
(DRP2). De esta forma, permiten la union de la lamina basal al
citoesqueleto de la célula de Schwann, contribuyendo junto con la
utrofina y la laminina extracelular al adecuado proceso de
mielinizacion y prolongacion de la célula. Mutaciones en el gen PRX
se asocian con CMT desmielinizante de inicio precoz y herencia AR
(CMT4F y neuropatia de Dejerine-Sottas) con una afectacion
predominante sensitiva [36]. En estrecha relacion con la periaxina se
encuentra DRP2 (dystrophin-related protein-2). Esta proteina junto
con la periaxina y los distroglicanos forman el complejo periaxina-
DRP2-distroglicano (PDG) que resulta fundamental en el proceso de
mielinizacion. Mutaciones en el gen DRP2 se asociando con CMTX
[37-40]. La formina invertida 2 (INF2) codificada por el gen INF2, es
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otra proteina que se localiza en el citoesqueleto de las células de
Schwann, asi como en algunos axones y podocitos del rifion. Es una
proteina asociada al reticulo endoplasmico encargada de facilitar la
polimerizacion y despolimerizacion de los filamentos de actina.
Mutaciones en INF2 causan una alteracion en la polimerizacion de los
filamentos causando un dafio en el proceso de mielinizacion [41].
Aunque la primera descripcion de pacientes con CMT vy
glomeruloesclerosis se realiz6 en 1967 por Lemieux y Meemeh, no
fue hasta el 2011 cuando se describe la primera mutacion en el gen
INF2 asociada a CMT con glomerulopatia [42,43]. Otra proteina de
unién a la actina es la frabina codificada por el gen FGD4. Es una
proteina con actividad Rho GTP-asa que actia como factor de
intercambio nucleotidico, implicada en el proceso de mielinizacion,
mantenimiento de la mielina y proceso de endocitosis de la célula de
Schwann [44,45]. Mutaciones en el gen FGD4 son una causa poco
frecuente de CMT desmielinizante (CMT4H) [46,47]. En 2006 Berti
et al [48]; especuld que los genes que codifican proteinas de matriz
extracelular podrian estar implicados en el desarrollo de CMT. Estas
proteinas de matriz son fundamentales para la correcta interaccion
entre la célula de Schwann y la propia matriz extracelular durante el
proceso de mielinizacion del sistema nervioso periférico. Una de estas
proteinas de matriz extracelular es la fibulina-5 (FBLNS), codificada
por el gen FBLNS. Se trata de una glicoproteina de unién al calcio de

la matriz, que se expresa en tejidos elasticos. Es una proteina
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fundamental para el correcto depdsito de elastina, interviene en la
comunicacion entre la célula y la matriz, regula la organogénesis,
fibrogénesis y remodelacion vascular [49,50]. Mutaciones en el gen
FBLN5 causan CMT desmielinizante con sintomas oculares y
alteracion cutanea (degeneracion macular, hiperelasticidad cutéanea)
[51].

En el citoesqueleto axonal también podemos destacar diversas
proteinas que intervienen tanto en el mantenimiento estructural como
en el transporte axonal. Mutaciones en estas proteinas se asocian con
diversas formas de CMT. Una de las proteinas mas importantes del
citoesqueleto axonal son los neurofilamentos (NFL), proteina
codificada por el gen NEFL (neurofilament light chain). Mutaciones
en este gen se asocian con CMT2E y menos frecuentemente con
CMT1F o con formas intermedias [52-55]. Se han propuesto diversos
mecanismos mediante los cuales las mutaciones en el gen NEFL
pueden causar CMT. Mutaciones en los neurofilamentos
citoplasmaticos alteran el transporte de organelas con el consiguiente
acumulo de mitocondrias a nivel proximal y reduccion del aporte
energético a nivel distal [56]. El dafio en los neurofilamentos se asocia
con una disrupcion de la interaccion entre la célula de Schwann vy el
axon causando CMT o bien que la propia alteracion estructural con
axones mas finos se pueda traducir finalmente en una menor velocidad

de conduccion [57].
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Las proteinas estructurales del citoesqueleto tienen un papel
fundamental en el control del transporte axonal, tanto anterogrado
como retrogrado. Las kinesinas son una familia de proteinas
encargadas del transporte axonal anterogrado sobre los microtubulos.
Mutaciones en la familia de las kinesinas (KIF5A, KIF1B) se asocian
con paraparesia espastica, esclerosis lateral amiotréfica y/o CMT2
[58]. Dineina y dinactina son las principales proteinas encargadas del
transporte axonal retrogrado [59]. Mutaciones en DYNC1H1 (dynein,
cytoplasmic 1, heavy chain 1) se asocian con CMT20 y con atrofia
muscular espinal de predominio en extremidades inferiores [60,61].
Mutaciones en las proteinas encargadas del transporte axonal
retrogrado se asocian méas frecuentemente con CMT. Otra proteina
implicada en el mantenimiento y transporte axonal relacionada con
CMT, es la espatacsina, proteina codificada por el gen KIAA1840.
Mutaciones en este gen se relacionan con paraparesia espastica
hereditaria (SPG11), formas juveniles de esclerosis lateral amiotréfica
y CMT2 de herencia AR con signos piramidales [62]. Los
microtUbulos son estructuras dindmicas esenciales en el citoesqueleto
celular. Estan formados por heterodimeros de alfa-tubulinas y beta-
tubulinas, como es TUBB3. Los microtubulos se encargan de diversas
funciones en la célula, tales como proporcionar forma, mediar en el
transporte intracelular o en procesos de segregacion y organizacion
celular. Mutaciones en el gen TUBB3 se asocian clasicamente con

cuadros de fibrosis congénita de los mdsculos extraoculares y
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displasia cortical, pero también se han comunicado pacientes con

mutaciones en este geny CMT2 [63,64].

DINAMICA MITOCONDRIAL

El nervio periférico tiene una elevada demanda energética para
mantener su compleja estructura. Es por ello, que la produccion
energética en las mitocondrias es fundamental para la formacién y
mantenimiento de la mielina y del axén. La dindAmica mitocondrial se
define como el continuo proceso de fusion y fision imprescindible
para regular el nimero, tamafio y forma, asi como, el propio transporte
axonal e interaccion con otras organelas. El proceso de fusion
mitocondrial esta regulado por GTPasas localizadas en la membrana
externa (MFN1, MFN2) y en la membrana interna de la mitocondria
(OPAL). La fisién mitocondrial esta regulada por el factor de fision
mitocondrial (MFF), por la proteina de fision mitocondrial 1 (FIS1) y
por la proteina 1 asociada a la diferenciacién inducida por gangliosido
(GDAP1) localizadas en la membrana externa de la mitocondria [61].
Las mutaciones en el gen MFN2 son la causa més frecuente de CMT2
(CMT2A) [65-68]. Se han descrito mas de 100 variantes en el gen
MFN2, de las cuales, un alto porcentaje son variantes de significado
desconocido o variantes consideradas polimorfismos [69,70]. La
mayoria de mutaciones en MFN2 alteran el proceso de fusion
mitocondrial y consecuentemente la interaccién de las mitocondrias

con otras organelas, asi como el transporte axonal de las mitocondrias
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sobre los microtibulos. La proteina 1 asociada a la diferenciacion
inducida por gangliésidos (GDAP1), es una proteina de la familia
glutation S-transferasa. Se localiza en la membrana externa de la
mitocondria tanto en el SNC como en el SNP, sobre todo en las
células de Schwann. Interviene en el proceso de fision o division
mitocondrial [69,71,72]. Mutaciones en el gen GDAPL1 se asocian con
formas graves de CMT de herencia autosémica recesiva con una edad
de inicio en la infancia (ARCMT2, CMT4A), aunque también se
pueden asociar con formas de inicio en la edad adulta, de herencia
autosomica dominante (CMT2K) y con un fenotipo mas leve.
Mutaciones de herencia recesiva en el gen GDAP1 se deben a una
pérdida de funcion del gen, las cuales conllevan una alteracion en la
homeostasis del calcio y disminucion en los mecanismos de fision
mitocondrial [73,74]; mientras que, mutaciones de herencia dominante
provocan una sobreexpresion del gen causando una fragmentacion
mitocondrial sin induccion de la apoptosis lo que finalmente se
traduce en un dafio en la fusion mitocondrial. Ademas de estos
mecanismos  patogénicos mencionados, recientemente se ha
demostrado que las mutaciones en el gen GDAPL se asocian con
procesos de neuroinflamacion tanto a nivel de médula espinal como de
nervio ciatico en el modelo animal. Este hallazgo aporta nueva
informacidn sobre el mecanismo etiopatogénico de las mutaciones en
GDAP1 asociadas con formas axonales de CMT [75]. En Espafia las
mutaciones en el gen GDAP1 se presentan con una frecuencia elevada
como se puede observar en el estudio de Sivera [76].
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Diversas proteinas que intervienen en la funcion mitocondrial se
asocian con CMT. En algunos casos Unicamente se han comunicado
familias aisladas. Una proteina mitocondrial ampliamente expresada
en diversos tejidos e implicada en la produccién energética es
DHTKD1 (dehidrogenasa E1 y transketolasa que contiene el dominio
1). En 2012 se describio la unica familia con CMT2 asociado a una
pérdida de funcién en el gen DHTKD1 [77].

La familia de las hexoquinasas son proteinas catalizadoras en el
metabolismo de la glucosa. Existen cuatro tipos de hexoquinasas
(HK1, HK2, HK3, HK4), cada una de las cuales se expresa
preferentemente en un tejido determinado. La proteina hexoquinasa 1
(HK1), se expresa de forma ubicua pero preferentemente en tejido
cerebral; es la encargada de la fosforilacion de la glucosa a glucosa-6-
fosfato (G6P), el primer paso del proceso de glicolisis. Mutaciones en
el gen HK1, que codifica la principal proteina encargada de la
fosforilacion de la glucosa (HK1), se identificd en pacientes con
CMT4G (NSMH tipo Russe) [78,79]. Ademas mutaciones en este gen
también pueden asociarse con anemia hemolitica, retinitis pigmentosa,
distrofia de retina, trastornos del neurodesarrollo, alteraciones
estructurales del parénquima encefélico o atrofia optica [80].

La muerte celular programada es un proceso fundamental en la
célula. Habitualmente este proceso esta regulado por las caspasas. Sin
embargo, hay procesos de muerte celular regulados a nivel

mitocondrial, independientes de la via de las caspasas. El factor de
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induccion de apoptosis mitocondrial (AIF) es una flavoproteina
localizada en la mitocondria y liberada en respuesta ante estimulos de
muerte celular, ademas participa en la fosforilacién oxidativa llevada a
cabo en la mitocondria. Esta proteina esta codificada por el gen
AIFM1, localizado en el cromosoma X. Mutaciones en este gen
provocan una inactivacion de los mecanismos de muerte celular que
conlleva el desarrollo de neuropatia, hipoacusia y deterioro cognitivo
conocido como Sindrome de Cowchock (CMTX4, hipoacusia
neurosensorial y deterioro cognitivo) [81-83].

Mutaciones en el gen que codifica la isoforma 3 de la piruvato
dehidrogenasa (PDK3) se asocian con CMTX6. Esta proteina forma
parte del complejo piruvato dehidrogenasa mitocondrial necesario
para la obtencion de energia a través del ciclo de Krebs. Mutaciones
en el gen PDK3 causan un aumento de lactato, disminucion de ATP y
alteracion de la funcién mitocondrial [84,85].

En los ultimos afios, se han identificado mutaciones en genes
codificantes para proteinas de la cadena respiratoria que se relacionan
con CMT. La citocromo c-oxidasa (COX) es un complejo proteico
formado por 13 polipeptidos, 3 de los cuales estan codificados por
genes mitocondriales. En 2014, se identificaron tres familias con CMT
intermedio y mutaciones en el gen COX6AL en las cuales la actividad
mitocondrial COX y contenido de ATP estaba reducido [86]. La
subunidad ATP6 de la ATP sintetasa mitocondrial, codificada por el

gen MT-ATP6 se identificoé recientemente como causa de
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CMT/NMHd. Mutaciones en este gen provocan una alteracion del
complejo V de la cadena respiratoria, con la consiguiente disminucion
de ATP mitocondrial [87].

SINTESIS, DISTRIBUCION Y DEGRADACION DE
PROTEINAS

La correcta integridad y funcionamiento de la célula de Schwann
y el axon depende de un adecuado equilibrio entre la sintesis,
distribucion 'y degradacion de los componentes estructurales.
Mutaciones en genes que codifican diferentes proteinas encargadas de
regular todos estos procesos pueden causar CMT [26].

El reticulo endoplasmico (RE) es una organela implicada en
diversas funciones celulares: (1) sintesis, modificacion, control de
calidad y tréfico de las proteinas secretadas, (2) regulacion del calcio,
(3) sintesis de lipidos y esteroles, (4) metabolismo de carbohidratos,
(5) desintoxicacion de sustancias. Mutaciones en genes codificantes
de proteinas integrantes del RE se asocian con CMT. La seipina es
una proteina implicada en la formacion del reticulo endoplasmico,
codificada por el gen BSCL2 (Berardinelli-Seip congenital
lipodystrohy 2). Mutaciones en este gen causan un mal plegamiento de
la seipina y la formacion de agregados que llevan al estrés del reticulo
endoplasmico y muerte celular programada. El espectro fenotipico
asociado a mutaciones en este gen demuestran una amplia variabilidad

intra e interfamiliar, donde podemos encontrar un sindrome de Silver
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0 paraparesia espastica (SPG17), neuropatia motora hereditaria tipo V
0 CMT2 con afectacion predominante de las manos de herencia AD
[88,89]. La Valosing Containing Protein, codificada por el gen VCP
es una proteina multifuncién, implicada en los procesos de
plegamiento proteico en el reticulo endopladsmico hasta la degradacion
de proteinas [90]. Clasicamente, mutaciones en esta proteina provocan
una miopatia con cuerpos de inclusién, enfermedad de Paget y
demencia frontotemporal; pero también se describieron casos de
esclerosis lateral amiotrofica familiar, paraparesia espastica 0 CMT2Y
[91]. Una tercera proteina del reticulo endoplasmico asociada con
CMT es la Acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa 2, proteina
encargada de la sintesis de triglicéridos. Esta proteina esta codificada
por el gen DGAT2. En 2016 se ha publicado la primera familia con
CMT?2 causado por mutaciones en este gen [92].

Las proteinas de choque térmico (HSP) son macromoléculas de
tipo chaperonas encargadas de participar en el mantenimiento del
citoesqueleto celular y asegurar un correcto plegamiento proteico. Las
mutaciones en el gen HSP pueden interferir en la funcién celular
mediante la formacion de agregados proteicos que alteran el transporte
axonal, afectan a la supervivencia de la célula o alteran su funcién de
chaperonas. Mutaciones en los genes HSPB1 y HPSB8, que codifican
para las proteinas HSP22 y HSP27, se han asociado con CMT2L,
CMT2F y con neuropatia hereditaria motora distal [93,94].

Entre los genes implicados en la distribucion y degradacion de
proteinas, se encuentran las mutaciones en el gen que codifica para
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una pequefia proteina integral de membrana lisosomal (SIMPLE) con
actividad ubiquitin ligasa, conocido como LITAF (lipopolysaccharide-
induced TNF factor). En CMT1C causado por mutaciones en el gen
LITAF se observan proteinas inestables con formacién de agregados
proteicos [95,96].

La miotubularina es una proteina con funcién fosfatasa que ejerce
su funcién en los procesos de distribucion, endocitosis y degradacion
de proteinas. Mutaciones en cualquiera de los genes que codifican las
tres subunidades de la miotubularina (MTMR2, MTMR5/SBF1,
MTMR13/SBF2) se pueden asociar con CMT (CMT4B1, CMT4B3 y
CMT4B2). La pérdida de la actividad fosfatasa se asocia con un
acumulo de fosfatidilinositol 3-fosfato y fosfatidilinositol 3,5-
bifosfato, causando una alteracion en el trafico de membrana, altera el
proceso de endocitosis y exocistosis, asi como, la interaccion entre la
célula de Schwann y el ax6n [97-99]. Otra proteina con funcion
fosfatasa implicada en la génesis de CMT es FIG4. Mutaciones en el
gen FIG4 se asocian con CMT4J [100]. MTMR2 y FIG4 actlan sobre
el mismo sustrato (fosfatidilinositol 3,5-bifosfato) por lo que se cree
que su funcion podria estar relacionada [101].

Mutaciones en los genes que codifican proteinas con actividad
GTPasa pueden alterar el proceso de endocitosis. La dinamina 2
(DNM2) es una proteina implicada en la endocitosis, transporte de
membrana y cohesion del centrosoma. Mutaciones en el gen DNM2 se
asocian con formas de CMT intermedio (DI-CMTB) y formas
axonales (CMT2M) [102,103]. Mutaciones en el gen RAB7A que
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codifica una proteina con actividad GTPasa (RAS-associated protein
7A), implicada en el proceso de endocitosis y transporte de membrana,
causa CMT2B y neuropatia sensitiva autondmica tipo 1 [104].
Mutaciones en el gen KIAA1985, también conocido como SH3TC2,
que codifica para una proteina localizada en el endosoma encargada
de la interaccion con la GTPasa Rab 11, causa una neuropatia
desmielinizante de herencia AR (CMT4C) [105,106].

Mutaciones en el gen NDRG1, que codifica una proteina con funcion
hidrolasa, se asocia con CMT4D o neuropatia tipo Lom. La proteina
codificada por el gen NDRGL1 se expresa de forma preferente en el
citoplasma de las células de Schwann, aunque su funcién especifica no se
conoce con exactitud, esta implicada en mdaltiples procesos celulares
incluida la distribucién de proteinas en la célula [107-109].

Recientemente se describieron mutaciones en el gen MME
asociadas con CMT2 de inicio tardio. Este gen codifica una
metaloproteasa, conocida como neprelisina, localizada a nivel del
SNC y SNP. Se encarga de la degradacion de diversos neuropéptidos
(glucagon, encefalinas, sustancia P, neurotensina, oxitocina). A nivel
del SNC es la responsable de la degradacion del B-amiloide, sin
embargo a nivel del SNP no se conoce su funcion con exactitud, se
cree que podria estar implicada en el reemplazo de sustancias nocivas
a nivel del nervio periférico [110,111].

El fenotipo clasico de CMT se caracteriza por sintomas motores y
sensitivos fundamentalmente negativos. Sin embargo, en los Ultimos

afios se describen casos de CMT con sintomas sensitivos positivos,
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donde el dolor es el sintoma principal. Este es el caso de las
mutaciones asociadas al gen NAGLU, que codifica para la a-N-acetyl-
glucosaminidasa, proteina encargada de la degradacion de heparan
sulfato. Tradicionalmente, mutaciones de herencia AR en NAGLU
causan mucopolisacaridosis tipo 11B. Recientemente se describié una
familia con CMT2 de herencia AD asociado a mutaciones en este gen
[112].

El gen LRSAM1 (Leucine Rich Repeat And Sterile Alpha Motif
Containing 1) codifica para una proteina con actividad E3 ubiquitin
ligasa. Esta proteina tiene multiples funciones a nivel celular, pero
destaca un papel importante en el transporte y degradacion selectiva
de proteinas. Mutaciones en este gen provocan neuropatia axonal
(CMT2P) [113].

Mutaciones en el gen TRIMZ2, que codifica para una proteina con
funcion ubiquitin ligasa, encargada de la ubiquitinizacién de
neurofilamentos se asocian con CMT2. Se postula que la falta de
ubiquitinizacion de los neurofilamentos conlleva un acumulo de
estos a nivel axonal y dafio del nervio periférico causando una
neuropatia sensitivomotora axonal de inicio precoz [114,115]. Otro
gen codificante de una proteina con funcion ubiquitin ligasa e
implicado en la ubiquitinizacion de neurofilamentos es DCAFS8.
Mutaciones en este gen se asocian con CMT2 con acumulo de
neurofilamentos en los axones y la presencia de axones gigantes en

la biopsia de nervio [116].
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Mutaciones en el gen HSJ1 (Heat-Shock Protein J1) también
Ilamado DNAJB2, que codifica para una proteina de la familia HSP40
con funcion chaperona, se asocian con NHMD, ademas en los ultimos
afios se describieron diversos casos de CMT2. ElI mecanismo por el
cual mutaciones en este gen causan un dafio del nervio periférico no se
conocen con exactitud, aunque se presupone que juegan un papel
importante en la proteccion de grupos neuronales, necesaria para la
degradacién de proteinas nocivas. Se ha observado que la presencia de
HSJ1 evita la agregacion de la proteina SOD1 mutada o la agregacion
de la proteina parkin mutada [117,118].

MEMBRANA NUCLEAR, TRANSCRIPCION Y
PROCESAMIENTO DE mRNA

La lamina A/C es una proteina de la membrana nuclear,
codificada por el gen LMNA. La mutacion en el gen de la lamina A/C
puede causar una alteracion de la funcion nuclear y/o alterar el anclaje
del nacleo al citoplasma [119]. Esta proteina se expresa de forma
difusa en las células del organismo, por lo que no es de extrafiar que
mutaciones en el gen LMNA se asocien con muy diversos fenotipos
clinicos, desde neuropatias axonales de herencia AR (CMT2B1),
distrofia muscular de Emery-Dreifuss, distrofia muscular de cinturas,
cardiomiopatia dilatada, lipodistrofia familiar, progeria o dermopatia
restrictiva [120].
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Los genes ligados a la sintesis de proteinas e implicados en la
génesis de CMT, a menudo codifican para una aminoacil t-RNA
sintetasa relacionadas con el proceso de transcripcion proteica. Las
mutaciones en el gen GARS, que afecta a una glicil t-RNA sintetasa se
asocian con CMT2D [121], mutaciones en el gen YARS que afecta a
una tirosil t-RNA sintetasa causan CMTDIC [122], mutaciones en el
gen AARS que altera una alanin t-RNA sintetasa provoca CMT2N
[123], mutaciones en el gen KARS (lisil t-RNA sintetasa) se relacionan
con CMT intermedio y con neuropatias hereditarias complejas [124].
Mutaciones en MARS y HARS se relacionan con CMT2U y CMT2W
respectivamente [125-128].

El gen EGR2 codifica para un factor de transcripcion implicado
en las fases iniciales del proceso de mielinizacion. Mutaciones en
EGR2 se asocian con formas graves de CMT desmielinizante o
sindrome de Déjerine-Sottas, con formas leves 0 moderadas de CMT1
de inicio en el adulto y también con CMT axonal [129,130].

En 2015, Sevilla y colaboradores identificaron un nuevo gen
ligado a CMT2 con un fenotipo similar a la atrofia muscular espinal.
El gen MORC2 que codifica para una proteina de la familia
microorchidia (MORC), se expresa fundamentalmente a nivel del
nacleo celular. La proteina MORC participa en los mecanismos de
reparacion del ADN, remodelacion de la cromatina, regulacion de la
transcripcion y en el metabolismo lipidico [131-133]. El dafio en el
mecanismo de reparacion de ADN se postula como nuevo factor
patogénico de CMT [134,135].
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Otro gen implicado en la ruta de sefializacion y proceso de
transcripcion responsable de CMT2 es HINT1 (histidine triad
nucleotide binding protein 1). Es un gen que se expresa ampliamente
en diversos tejidos, pero sobre todo en cerebro y médula espinal. La
pérdida de funcidon de esta proteina causa un fenotipo CMT2 con
neuromiotonia [136-138].

El gen IGHMBP2 (inmunoglobulin u binding protein 2) codifica
una proteina de la familia de las helicasas dependientes de adenosin-
trifosfato, implicada en mecanismos de translacion y trafico de RNA.
Mutaciones en este gen se asocian clasicamente con atrofia muscular
espinal con distrés respiratorio. Sin embargo, en los Gltimos afios se
identificaron casos de CMT2 AR asociadas a mutaciones en este gen
[139-141].

Una Gnica mutacion en el gen que codifica la subunidad 25 del
complejo coactivador transcripcional (MED25) fue descrita en 2009,
relacionada con CMT2B2. El mecanismo patogenico por el cual causa
dafio en el nervio periférico no se conoce con exactitud. Ademas, no
se identifico ninguna otra familia con mutaciones en este mismo gen,
por este motivo, los autores revisaron nuevamente aquellas familias
identificadas y realizaron un analisis del exoma en busca de nuevas
variantes. En todos los casos en los que se habia identificado una
mutacion en heterocigosis en el gen MED25, con el nuevo estudio se
identificdé una variante en homocigosis en el gen PNKP. Este gen se
encarga de codificar una proteina reparadora de ADN, que si parece

ser la verdadera causa de CMT en estas familias [142,143].
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Mutaciones en el gen PLEKHG5 (pleckstrin homology domain
containing, family G with RhoGef domain member 5), implicado en
mecanismos de diferenciacion celular pueden provocar formas
intermedias de CMT [144,145].

Otro gen implicado en los mecanismos de sintesis nucleotidica y
metabolismo de las purinas asociado con CMT es PRPS1
(phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 1). Este gen codifica la
proteina fosforibosil-pirofosfato sintetasa 1, enzima que cataliza el

primer paso en la sintesis nucleotidica y se asocia con CMTX5 [146].

CANALES IONICOS

Las mutaciones en el gen GJB1 (gap junction protein, beta 1) son
la segunda causa mas frecuente de CMT (10-20% CMTX) [68,147].
Este gen se localiza en el cromosoma X y codifica una proteina
transmembrana de tipo gap, la conexina-32 (Cx32). Se encuentra en
las incisuras de Schmidt-Lantermann y en la region paranodal e
internodal. Esta proteina establece canales transmembrana a través de
las vainas de mielina, lo que permite el trafico de pequefias moléculas
de forma radial. Mutaciones en el gen GJB1 pueden dar lugar a
proteinas no funcionales o bien formar proteinas funcionales pero con
alteracion de sus caracteristicas biofisicas. Existen méas de 400
mutaciones causantes de CMTX1, la mayoria de ellas provocan una
pérdida de funcion [148,149].
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Las mutaciones en el gen TRPV4, codifica una proteina que
conforma un canal catiénico no selectivo, con respuesta frente a
estimulos ambientales fisicos y quimicos. Su expresion a nivel
neuronal es muy baja; sin embargo, se postula que alteraciones en este
canal iénico causan un aumento del calcio intracelular provocando una
degeneracion axonal secundaria. Mutaciones en el gen TRPV4 se
asocian con CMT2C, atrofia muscular espinal con fenotipo escapulo-
peroneal y atrofia muscular espinal congeénita [150].

FIGURA 4. MECANISMOS ETIOPATOGENICOS DE CMT
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TABLA 4. CLASIFICACION ETIOPATOGENICA DE CMT

2 NEURONA
MECANISMO CELULA Y/0 PROTEINA FENOTIPO
SCHWANN
AXON
MPZ Myelin protein zero CMT1/CMT2/CMTI
Peripheral myelin
MIELINA e protein 22 S
PMP2 Periphera{ myelin CMTA
protein 2
DRP2 Dystrophin 2 CMTX
FBLN5 Fibulin 5 CMT1
CITOESQUELETO FGD4 Frabin CMT4
INF2 Inverted formin 2 CMT1
PRX Periaxin CMT4
e | A, QNI i CMT2/AME
heavy chain 1
KIAA 1840 Espatacsina CMT2/SPG11
KIF5A Kinesin family member CMT2/SPG10
TRANSPORTE 5A
AXONAL inesi i
KIF1B Kinesin fan;;ly member CMT2
NEFLz  Neurophilament protein, - cyrq/epnro ey
light polypepetide
TUBB3 Tubulin beta 3 CMT2
AIFM1 Apoptosis-inducing factor Sd. Cowchock
Cytochrome C oxidase
COX6A1 subunit 6-A1 CMTI
Dehydrogenase E1 and
DHTKD1 transketolase domains- CMT2
containing protein 1
Ganglioside induced
DINAMICA GDAP1 GDAP1 differentiation- CMT1/CMT2/CMTI
MITOCONDRIAL associates protein 1
HK1 Hexokinase 1 CMT4
MFN2 Mitofusin 2 CMT2
Mitochondrial encoded
MT-ATP6 ATP synthase membrane CMT2
subunit 6
PDK3 Pyrgvate c{ehydrogenase CMTX
kinase, isoenzyme 3
; Rho guanine nucleotide
SINTESIS Y AREGAAT exchange factor 10 i
DEGRADACION ..
DE PROTEINAS BSCL2 Seipin CMT2/NMHd
DCAF8 CMT2
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- NEURONA
MECANISMO LI Y/0 PROTEINA FENOTIPO
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Inmunoglobulin mu-
IGHMBP2 binding protein 2 CMT2/NMHd
KARS Lysyl-tRNA synthethase CMTI
LMNA Lamin A/C CMT2
Methionyl-
i tRNAsynthethase a2
Mediator complex
MED25 subunit 25 CMT2
MORC2 Morc2 CMT2
Pleckstrin homology
PLEKHG5 Cl L g2 CMTI/AME
domain-containing
protein G5
PNKP Polinucleotide kinase 3- CMT2
phosphatase
PRPS1 Phosphoribosylphosphate CMTX
synthethase 1
Tyrosyl-tRNA
WA synthethase Gl
Gap junction protein
(L beta 1/Connexin 32 S
CANALES :
1ONICOS Trar{srent f:(?CGptOf
TRPV4 potential cation cannel, CMT2/MHd/AME

subfamily 5, member 4

3.5 RELACION GENOTIPO-FENOTIPO

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth clasicamente provoca
una neuropatia sensitivomotora con un patrén longitud dependiente,
un fenotipo comun a multiples variantes genéticas. Sin embargo,
existen diversas caracteristicas clinicas que pueden ayudar en el
diagnostico diferencial entre las diferentes variantes genéticas: la edad
de inicio, sintomas predominantes, sintomas o signos en otras regiones
corporales asociados, caracteristicas clinicas adicionales, VCNM,

hallazgos de resonancia magnética (ejemplo, la afectacion de SNC en

76



Introduccion

CMTX1 o un patron de dafio muscular especifico en diversos
fenotipos de CMT) (Figura 5 y 6). Por ultimo, los hallazgos del
estudio histolégico de nervio también pueden ayudar a interpretar

variantes de significado desconocido 0 nuevos genes.

FIGURA 5. CMT: SIGNOS Y SINTOMAS ASOCIADOS

Debilidad
Escapula alada:

diafragma:
- TRPV4 - TRPV4
- BICD2 » IGHMBP2
« DYNC1H1 * _GDAP1

Clinica
gastrointestinal/Disautonomia:
Debilidad proximal (no « PRNP
longitud-dependiente): « SCNT1A
* NEFH «  IGHMBP2
- HsPB8 . ELP1
= MORC2
+ TG Neuropatia motora de predominio en
EESS:
Enfermedad * GARS
renal: - BSCL2
+_INF2 - REEP1
- SLC5A7
Neuromiotonia:
* HINT1
~8 - Fenotip:) “mano
Hallazgos RM - BICD2 partica. «
muscular = DYNCIH1
especificos:
Incontinencia
Debilidad + NEFH et
flexion - HSPBI > dorce
plantar - GDAP1
precoz: Biopsia nervio (plegamiento focal de la
mielina):
MTMR2
Artrogriposis - FIG4 « ADCY6 « SBF2-
distal: « BICD2 - CNTNAP1 - PIEZO2 + PRX
« DYNCIH1 - UBA?
Sindrome * SETX =+ REEP1 - SIGMAR
piramidal « NEFL + DYNC?1 - BICD2 1
Compt ness RAB7A . WNKI . NTRKI /RCP * MORC2 H1 = ATL1 - VRK1
sensitivas . SPTLC1-2 - RETREG! + NGF extensor: - BSCL2 = DCTNT - A7 - SPG11
ulcero- - ATL1 - TS - cLTeLt A e 6 - CCT5
mutilantes: - SCN9A + PROM12 ~—

[Adaptacion de Pipis y colaboradores, Nat Rev Neurol; 2019].

Figura elaborada a partir de un banco de imagenes puUblicas (Servier Medical Art).
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FIGURA 6. CMT: SIGNOS Y SINTOMAS EN LA REGION CRANEAL

Demencia: + KIF1A

« DNMT?1 Dificultad * MORC2

= PRNP aprendizaje: -+ MFNZ - AIFM1

< DYNCIHT - MCM3AP

Sindrome cerebeloso:
= MORCZ Atrofia 6ptica: - MFNZ
* NEFL SLC25A46
« SLC25A46 PRPST
* PNKP C12orf65

* MPZ

Sintomas -+ MORCZ -
Problemas - MORC2

oculares: + FBIN5 -

« DNM2 - / auditivos: + MFN2 - DRGI
[ « MYH14  + AIFM1
b « DNMT! - PRPS
/ \ -« TRPV4
|
/

Debilidad cervical:
= MORC2

Paresia - TRPV4 - GDAPI
cuerdas « SLC5A7 - MTMR2 TRPV4
vocales: + DCTNT =« SBFZ

Figura 5 y 6. Caracteristicas clinicas asociadas a determinados genotipos. Patron
de herencia dominante (rojo), herencia recesiva (azul), herencia mitocondrial
(verde). Sintomas oculares asociados (MORC2: pigmentacion retina; FBLN5:
degeneracion macular; SBF2: glaucoma; PRPS1: degeneracion retina; FLVCR1:
degeneracion retina; DNM2: cataratas; CTDP1: cataratas).
[Adaptacion de Pipis y colaboradores, Nat Rev Neurol; 2019].

Figura elaborada a partir de un banco de imagenes plblicas (Servier Medical Art).

A continuacién, procedemos a detallar las caracteristicas fenotipicas

mas relevantes de los principales subtipos de CMT.
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PMP22: CMT1A, CMT1E

CMT1A es la neuropatia hereditaria mas frecuente, responsable
del 70% de CMT1 y del 50% del total de CMT. Esta causada por una
duplicacion de 1.5 millones de pares de bases en el brazo corto del
cromosoma 17pl11.1-p12, donde se localiza el gen PMP22, de
herencia autosomica dominante.

CMT1A presenta un fenotipo clinico tipico de "atrofia peroneal”,
sin embargo, existe una gran variabilidad clinica intra e interfamiliar.
Hay casos que presentan un retraso en el inicio de la deambulacién
con deformidades esqueléticas muy marcadas desde una edad
temprana; sin embargo, otros casos permanecen asintomaticos o
paucisintomaticos hasta una edad mas avanzada. La edad de inicio se
situa en la primera o segunda década de la vida, habitualmente durante
la infancia o la adolescencia. Los primeros signos de la enfermedad
son la presencia de pie cavo o pie plano, dedos en martillo, arreflexia
de extremidades inferiores y posteriormente aparecen la atrofia y
debilidad de la musculatura distal. La atrofia distal del muslo, musculo
peroneal y tibial anterior, dan lugar a un fenotipo de “patas de
ciglefia” o "copa de champan invertida". La musculatura intrinsica de
las manos también puede verse afectada causando una "mano en
garra”. Por norma general, los pacientes no refieren sintomas
sensitivos; sin embargo, durante la exploracion se encuentra una
disminucion de las modalidades sensitivas, sobre todo la sensibilidad

vibratoria por lo que no es infrecuente que los pacientes refieran
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inestabilidad. Aunque es un sintoma poco estudiado, no por ello
menos frecuente, el dolor en los pacientes con CMT1A puede aparecer
hasta en el 55-70% de los pacientes, siendo de origen multifactorial en
la mayoria de casos [151].

La enfermedad progresa lentamente a lo largo de la vida; aunque
los pacientes no suelen perder la capacidad de deambulacion, si es
frecuente que precisen ortesis 0 sistemas de apoyo que faciliten la
deambulacion. El temblor en extremidades superiores, es un hallazgo
frecuente en estos pacientes. EI engrosamiento de nervios periféricos
puede ser evidente a la palpacion de nervio auricular o cubital. Otros
hallazgos, son la presencia de escoliosis, hipoacusia neurosensorial no
progresiva, sindrome de tunel carpiano y sindrome de apnea del suefio
[152].

La ENMG muestra una polineuropatia sensitivomotora
desmielinizante con un enlentecimiento uniforme de la velocidad de
conduccién nerviosa. No son habituales la presencia de blogueos de
conduccion nerviosa ni fenomenos de dispersion temporal. Una
velocidad de conduccion nerviosa < 15 m/s o de 15-35 m/s debe
hacernos pensar en un CMT1A [153-155]. La amplitud del CMAP
muestra una lenta y progresiva disminucion, con una adecuada
correlacion entre la pérdida axonal y el déficit clinico. En la EMG de
aguja, observamos signos de denervacién activa con un patrén de

reclutamiento simple neurogénico tras la activacién voluntaria.
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La biopsia de nervio es una técnica invasiva, hoy en dia se utiliza
en casos esporadicos para realizar el diagnéstico diferencial con
polineuropatias adquiridas o en aquellos casos en los que no se puede
confirmar el diagnostico con otras técnicas. En el estudio histoldgico
se observa una pérdida de fibras nerviosas mielinicas, con fendmenos
de desmielinizacion y remielinizacion con proliferacion concéntrica de
las células de Schwann, dando lugar a la formacion de bulbos de
cebolla.

En los Gltimos afios, las técnicas de imagen han ganado un
espacio en el diagnostico y seguimiento de pacientes con
enfermedades neuromusculares. CMT1A al igual que el resto de CMT
presenta un curso evolutivo lentamente progresivo, por lo que las
técnicas de imagen, en concreto la RM de musculo, puede ser de
ayuda para realizar un control evolutivo. En CMT1A se objetiva una
importante infiltracion grasa y atrofia con un gradiente distal a
proximal. La musculatura intrinsica del pie es la mas afectada en la
RM, incluso en aquellos casos clinicamente asintomaticos o
minimamente afectos. Ademas, observaremos una marcada atrofia e
infiltracion grasa de musculatura peroneal y tibial anterior. Otro
hallazgo relativamente frecuente es la presencia de edema en la
musculatura de las piernas, sin correlacion clinica. Se han establecido
diversas hipotesis que pudiesen justificar este edema, como la

presencia de un componente inflamatorio sobreafiadido [156,157].
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Hasta la fecha, no existe ningun tratamiento farmacologico
disponible que permita curar o revertir los sintomas de la enfermedad.
En los ultimos afios, se han realizado diversos ensayos clinicos en
pacientes con CMT1A cuyo objetivo es reducir la sobreexpresion de
PMP22. El &cido ascorbico, un promotor de la mielinizacion, parecia
mejorar la funcionalidad en ratones; sin embargo no ha demostrado un
efecto significativo en pacientes con CMT1A [158,159]. Onapristona,
un antagonista de la progesterona, demostrd un efecto protector y
regenerador axonal, sin embargo debido a su toxicidad y falta de
seguridad no se ha comercializado como tratamiento en pacientes con
CMT [160]. La terapia con oligonucleotidos antisentido administrados
en el modelo animal de CMT1A ha dado buenos resultados,
deberemos esperar para conocer el efecto en pacientes con CMT1A.
Hasta el momento Unicamente PXT3003, una combinacion de
baclofeno, naltrexona y sorbitol a altas dosis, parece haber demostrado
efectos beneficiosos [161]. En los ensayos clinicos realizados
demostro una mejoria en la puntuacién en la escala CMTNS, ONLS,
una reduccion de la latencia distal y un incremento en la velocidad de
conduccion nerviosa sensitivomotora; sin embargo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el CMAP. Por lo tanto,
hasta la fecha, no existe ningin tratamiento que permita modificar el
curso de la enfermedad. Un aspecto terapéutico importante en estos
pacientes es el tratamiento rehabilitador que permite entrenar la

marcha, ganar estabilidad, potenciar la musculatura y ademas ayuda a
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prevenir comorbilidades como puede ser la ganancia ponderal. La
terapia ocupacional también es un aspecto importante que permite a
los pacientes con CMT ganar calidad de vida. Los dispositivos de
ayuda para la deambulacion, como las ortesis, permiten disminuir el
esfuerzo fisico en extremidades inferiores que realizan estos pacientes
para deambular, mejorando la deambulacién y evitando caidas [162].

Las deformidades esqueléticas, sobre todo el pie cavo, a veces
requieren tratamiento quirurgico, que permita lograr una estabilizacion
o0 reduccion del dolor. Se recomienda realizar cirugias minimamente
invasivas como la fasciotomia plantar, alargamiento del tendon de
Aquiles, transferencia de tendones y/o correccion de dedos en martillo
[163]. En todo caso, la cirugia ortopédica siempre sera un tratamiento
temporal, que permita mantener la movilidad durante el mayor tiempo
posible, pero no va a modificar la progresion natural de la propia
enfermedad.

Aunque la duplicacion en el brazo corto del cromosoma 17p es la
principal causa de CMT1A, también se han descrito mutaciones
puntuales en el gen PMP22 relacionadas con CMT (CMT1E). En la
inmensa mayoria de casos, estas mutaciones puntuales conllevan una
ganancia de funciébn que resulta nociva para el nervio.
Excepcionalmente, se puede observar una pérdida de funcion que se
asociaria méas frecuentemente con NHPP [164-166]. El fenotipo
clinico puede ser muy variable, presentando desde un fenotipo de

NHPP, fenotipo clasico de CMT1 o un cuadro superpuesto entre
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ambos, formas graves de CMT1 (SDS, NHC) o CMT intermedio
[28,167]. A pesar de lo mencionado, no es infrecuente que aquellos
pacientes con CMT secundario a mutaciones puntuales en PMP22
presenten un fenotipo mas grave que CMT1A. Esta variabilidad
fenotipica podria deberse al tipo de sustitucion aminoacidica y

localizacion de la misma [168,169].

MPZ: CMT1B, CMT2l, CMT2J, CMTDID, SDS, NHC

La proteina cero (P0) de la mielina representa el 25% de todas las
proteinas de la vaina de mielina y se expresa unicamente en las células
de Schwann. Mutaciones en el gen MPZ localizadas en el cromosoma
1g22-g23 se asocian con neuropatias desmielinizantes de herencia AD
(CMT1B). Son la segunda causa mas frecuente de CMTL1 vy
representan el 5% de CMT. Hay mas de 200 mutaciones patogénicas
asociadas al gen MPZ [170-172].

A pesar de que PO Unicamente se expresa en las celulas de
Schwann, el fenotipo clinico asociado con mutaciones en este gen es
muy heterogéneo. Podemos encontrar neuropatias desmielinizantes
congénitas (SDS, neuropatia hipomielinizante congénita) con VCN
<10m/s, neuropatias desmielinizantes de inicio infantil (CMT1B),
formas intermedias o neuropatias de inicio adulto con VCN >38m/s
consideradas CMT2 (CMT2l o CMT2J). Esta variabilidad clinica
probablemente esté determinada por el tipo de mutacién y su
localizacién [30,31,171,173-177]. La proteina cero de la mielina es
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una proteina transmembrana con tres dominios (extracelular,
transmembrana y dominio citoplasmatico). Se cree que las formas
desmielinizantes de inicio precoz estan causadas por mutaciones que
alteran el plegamiento de la proteina o alteran el transporte
intracelular, interfiriendo en el proceso de mielinizacion precoz.
Mientras que, mutaciones en MPZ asociadas con CMT2 se presupone
que afectan a la vaina de mielina alterando las interacciones entre la
celula de Schwann y el axon.

Las formas congénitas suelen mostrar un fenotipo grave. En
funcién de los hallazgos histopatolégicos, podemos hablar de: 1) SDS
de herencia AR en el que se observa una neuritis hipertrofica
intersticial [178], o bien 2) una NHC en la cual es caracteristica la
ausencia de mielina en el nervio periférico. En este grupo de
pacientes, es frecuente que presenten un retraso en el desarrollo de la
marcha hasta los 15 meses de edad y los primeros sintomas aparecen
antes de los 5 afios [172]. Estos nifios presentan una marcada
debilidad muscular con hipotonia, deformidades 0seas e incluso puede
existir compromiso de la funcion respiratoria o de la deglucion. En
funcién de la mutacion identificada es posible observar un desarrollo
motor normal durante los primeros meses de vida y un deterioro
clinico posterior [176]. La ENMG muestra una neuropatia
sensitivomotora desmielinizante con una VCNM muy enlentecida <

10 m/s y con amplitud del CMAP y PSE conservadas. El hallazgo
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distintivo entre ambas entidades, estara determinado por el estudio
histologico donde observamos ausencia de mielina en la NHC.

En las formas de inicio infantil, la enfermedad comienza entre los
6 y 20 afios. En este caso, el cuadro clinico es el de una neuropatia
sensitivomotora desmielinizante con un fenotipo tipico de CMT. La
ENMG muestra una VCN en rango desmielinizante entre 15-35 m/s.

Las formas de inicio adulto, donde los primeros sintomas
aparecen a partir de la cuarta década, son formas leves. Los sintomas
sensitivos pueden predominar y la debilidad distal progresa
lentamente causando una discapacidad leve. El dolor neuropatico
puede ser un dato clinico relevante en un elevado porcentaje de casos
[177,179]. En estos pacientes la VCN suele ser normal con amplitudes
motoras y sensitivas en rango axonal [31]. El estudio histoldgico
muestra una pérdida axonal [170]. Frecuentemente, las formas de
inicio tardio pueden asociar otros sintomas como son las alteraciones
pupilares  (pupila de Adie, Argyll-Robertson), hipoacusia
neurosensorial, dolor prominente o disfagia tardia [180].

Un dato importante en la ENMG es que en ninguno de los
fenotipos descritos es habitual la presencia de bloqueos de conduccién
nerviosa ni datos de dispersion temporal. Las formas desmielinizantes
con VCN muy enlentecidas son caracteristicas del SDS o de la NHC;
mientras que, las VCN normales 0 en rango intermedio son mas
frecuentes en el adulto (CMT21 o CMT2)).
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Diferentes estudios publicados hasta la fecha, identifican muy
pocos pacientes con el fenotipo clasico de CMT (CMT1B) en
pacientes con mutaciones en MPZ. Los dos grandes grupos de
pacientes con CMT y mutaciones en dicho gen se pueden englobar en
aquellos con formas de inicio muy precoz por dafio en el proceso de
mielinizacion durante el desarrollo (SDS) y aquellos con formas de
inicio tardio donde el dafio se sita principalmente en el axon
[170,172].

EGR2: CMT1D, CMT4E, CMT2, SDS, NHC

La proteina de respuesta temprana al crecimiento 2 codificada por
el gen EGR2, es un factor de transcripcion con tres dedos de zinc de
union al ADN. Esta proteina es uno de los factores de transcripcion
mas importantes que marcan la transicion del estado de
promielinizacién al estado de mielinizacion en el desarrollo de las
células de Schwann. Se encarga de activar la transcripcion de varios
genes asociados a la mielina, incluyendo MPZ, Cx32, PRX y PMP22.
No es extrafio, que mutaciones en este gen puedan asociarse con
fenotipos similares a aquellas mutaciones en MPZ, Cx32 0 PMP22. La
mayoria de las mutaciones identificadas en este gen se encuentran en
uno de los anillos de zinc de union al ADN y se pueden heredar de
forma AD o AR [129,181].

Mutaciones en el gen EGR2 representan menos del 1% de las

formas desmielinizantes de CMT. Clasicamente, mutaciones en este
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gen se han asociado con CMT1D, sindrome de Déjerine-Sottas o con
neuropatia hipomielinizante congeénita [181,182]. En 2015 Sevilla y
colaboradores, describieron la primera mutacion en este gen asociada
a un fenotipo de CMT2, con un inicio en la edad adulta y grado de
afectacion variable. Desde entonces se han identificado nuevas
familias con mutaciones en EGR2 y fenotipo axonal [130,183]. Hasta
en el 60% de casos con mutaciones en EGR2 podemos observar
implicacion de pares craneales (hipoacusia neurosensorial, parélisis
facial o afectacién de cuerdas vocales). También en estos pacientes se
puede identificar un compromiso respiratorio en forma de enfermedad
pulmonar restrictiva, neumonias recurrentes o fracaso respiratorio.
Recientemente se ha identificado un caso con CMT y mutaciones en
EGR2 con signos piramidales en la exploracion [184-186].

La ENMG muestra velocidades de conduccion nerviosa en rango
desmielinizante, mas enlentecidas (<10 m/s) en aquellos pacientes con
un cuadro de inicio precoz y con VCNM mas altas en los fenotipos de
inicio mas tardio. Las VCN sera normal (>38 m/s) en pacientes con

una edad de inicio tardio y fenotipo CMT2.

NEFL: CMT1F, CMT2E

Los neurofilamentos son las proteinas méas importantes del
citoesqueleto. Mutaciones en el gen NEFL, localizado en el
cromosoma 8p21, se asocian con CMT1, CMT2 o CMTI de herencia
AD o AR.
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Se han identificado diversas mutaciones en este gen asociadas con
CMT, representando menos del 1% de los casos de CMT. El cuadro
clinico es ampliamente variable. La inmensa mayoria de pacientes
presenta un fenotipo clasico de CMT con un grado de discapacidad
también variable. No es infrecuente observar asociacion con ataxia,
disartria 0 nistagmus lo que puede llevar al diagndstico diferencial de
Ataxia de Friedreich u otras. Otros signos o sintomas menos frecuentes
gue podemos observar son la hipoacusia, debilidad facial, la discapacidad
intelectual o signos piramidales. EI comienzo de la enfermedad se sitla
habitualmente entre la segunda y la tercera década de la vida, aunque
podemos observar pacientes con un comienzo mas precoz o casos de
inicio en la quinta década de la vida [187,188]. El fenotipo clinico y edad
de comienzo son ampliamente heterogeneos; desde un fenotipo grave con
retraso en la adquisicion de hitos motores y necesidad de ortesis desde
edades precoces hasta casos adultos que desarrollan un fenotipo grave
que requiere silla de ruedas [52,53,55,57,189].

La ENMG puede mostrar una VCN enlentecida en rango
desmielinizante (CMT1F), formas con VCN intermedia 0 casos con
VCN normal con disminucion de la amplitud del CMAP (CMT2E).
En la EMG de aguja podemos observar fasciculaciones espontaneas
en musculatura de cinturas en algunos casos [52].

El estudio histopatolégico muestra una reduccion de las fibras
mielinicas con signos variables de regeneracion axonal, plegamientos
irregulares de la mielina y ocasionalmente formacion de bulbos de

cebolla, sin toméculas [57,190].
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SH3TC2: CMT4C

Mutaciones en el gen SH3TC2 (conocido también como
KIAA1985), localizado en el cromosoma 5g, son la causa mas
frecuente de CMT de herencia autosdmica recesiva conocidos hasta
este momento. Se describen tanto en pacientes de etnia romani como
en pacientes caucasicos [147,191]. Se trata de una neuropatia
desmielinizante que comienza en la infancia o adolescencia e incluso
en algunos casos podemos observar un retraso en la adquisicion de
hitos motores.

Clinicamente provoca un fenotipo de neuropatia moderada a
grave. Se puede observar una escoliosis dorsal grave que en algunos
casos puede causar compromiso respiratorio; e incluso se ha asociado
con neuropatia craneal (alteracion oculomotora, paralisis facial,
hipoacusia neurosensorial, afectaciéon de nervio hipogloso con
amiotrofia lingual y dificultad para la deglucién). La escoliosis de
inicio precoz se puede considerar un hallazgo caracteristico, aunque
no especifico, de CMT4C que puede anteceder en varios afos al inicio
de la neuropatia. Otros hallazgos que pueden estar presentes en estos
pacientes son: 1) debilidad proximal de las extremidades, 2)
componente inflamatorio sobreafiadido, con la presencia de dispersion
temporal y bloqueos de conduccién nerviosa en la ENG, asi como 3)
disociaciéon albumino-citoldgica en LCR [192-194]. Recientemente
Skott y colaboradores publican cinco pacientes con una neuropatia

sensitivomotora predominantemente desmielinizante en los que el

90



Introduccién

sintoma prominente era la ataxia, por lo que en dos de los casos se
habian diagnosticado de una ataxia de Friedreich; finalmente la
ausencia de otros signos o sintomas sistémicos que justificasen el
diagndstico previo y el estudio molecular permitié confirmar el
diagndstico de CMT4C [195]. Todo ello, nos permite ampliar la
variabilidad fenotipica en pacientes con CMTA4C.

La ENMG muestra una neuropatia sensitivomotora con valores de
VCNM en rango desmielinizante o intermedio, sobre todo en
extremidades inferiores. No es infrecuente la presencia de dispersion
temporal o bloqueos de conduccién nerviosa, mas tipicos de
neuropatias inflamatorias, asi como un dafio predominante en nervios
sensitivos [196,197].

El estudio histolégico muestra un aumento de membranas basales,
estructuras similares a bulbos de cebolla y prolongaciones

citoplasmaticas en las células de Schwann.

NDRG1: CMT4D

Mutaciones en el gen NDRG1 son la tercera causa de CMT
desmielinizante de herencia AR en poblacion de etnia romani en
Espafia [79]. La neuropatia de Lom o CMT4D, se describié por
primera vez en una comunidad gitana cerca de Lom (Bulgaria) y
posteriormente se identificaron diversas comunidades de etnia gitana

portadores de CMT4D a lo largo de Europa.
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El fenotipo clinico caracteristico es una neuropatia de inicio en la
primera década de la vida, cursando con debilidad distal en
extremidades inferiores y trastorno de la marcha. En la segunda
década aparece debilidad en extremidades superiores y a lo largo de la
tercera década se desarrolla una hipoacusia neurosensorial.

La ENMG es compatible con una neuropatia desmielinizante con
VCNM muy enlentecida.

De forma similar a lo que ocurre en CMTX1, la proteina NDRG1
puede expresarse en oligodendrocitos, por lo que no es infrecuente
encontrar un enlentecimiento de la conduccion motora central en
pacientes con CMT4D e incluso alteraciones en la RM de SNC en
forma de hipersefiales subcorticales en la sustancia blanca [107,198].

El estudio histolégico muestra una marcada reduccion de las
fibras mielinicas, bulbos de cebolla, signos de desmielinizacion-
remielinizacion, asi como depdsitos pleomorficos en el espacio

periaxonal.

HK1: CMT4G (Neuropatia de Russe)

Las mutaciones en el gen de la hexokinasa 1 (HK1) son
responsables de la neuropatia de Russe o CMT4G. Es la segunda
causa mas frecuente de CMT desmielinizante de herencia AR en
poblacion de etnia romani en Espafia (24%) [79]. Descrito por primera

vez al norte de Bulgaria en la ciudad de Russe, junto al rio Danubio.
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La neuropatia de Russe, predominantemente motora, se caracteriza
por un retraso en el desarrollo de los hitos motores. La debilidad distal
en extremidades inferiores comienza a una edad temprana y
posteriormente estos pacientes desarrollan debilidad de extremidades
superiores entre los 10-40 afios, a lo cual se asocia una pérdida de
todas las modalidades sensitivas. Aproximadamente en la cuarta o
quinta década de la vida, los pacientes presentan una debilidad distal
completa en las cuatro extremidades.

La ENG evidencia una neuropatia sensitivomotora con
velocidades de conduccién nerviosa motora en un rango intermedio.
La amplitud del potencial de accién muscular compuesto muestra un
descenso progresivo a medida que avanza la debilidad y atrofia
muscular. Un hallazgo caracteristico es la presencia de un umbral de
estimulacion eléctrica anormalmente elevado.

El estudio histolégico muestra una pérdida de fibras mielinicas
con una elevada actividad regenerativa y multiples fibras mielinicas
anormalmente delgadas en comparacion con el didmetro del axon
[78,199].

MFN2: CMT2A

Mutaciones en el gen de la mitofusina 2 (MFN2) son la causa méas
frecuente de CMT2 (CMT2A), alcanzando un 20% de los casos de
CMT?2 en algunas series.
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Los pacientes con CMT2A presentan un patron de herencia AD,
aunque también se publicaron casos de herencia AR. En este
momento, existen mas de 100 variantes patogénicas en el gen MFN2.
Aquellas variantes que se generan en dominios que no conllevan una
pérdida de funcién y que no afectan a la expresion de la proteina
MFN2 son considerados polimorfismos; esto podria explicar la gran
cantidad de polimorfismos que existen en este gen. La mayoria de
mutaciones tienen un patron de herencia AD, sin embargo, hay casos
con mutaciones homocigotas 0 heterocigotos compuestos con un
patrén AR o pseudodominante [70,200,201].

Clinicamente estos pacientes presentan un fenotipo tipico de
CMT (dificultad para la marcha, debilidad y amiotrofia distal
predominantemente en extremidades inferiores, aunque hasta la mitad
de los casos pueden presentar sintomas motores distales en
extremidades superiores, hipoestesia y deformidades esqueléticas); sin
embargo, este fenotipo suele ser mas grave comparado con CMT1A.
Segun la edad de comienzo de la enfermedad, se diferencian dos
fenotipos clinicos: 1) un fenotipo grave de inicio precoz (< 10 afios) y
2) un fenotipo leve de inicio mas tardio (>10 afios) [65,202]. Ademas
del cuadro tipico de CMT, mutaciones en MFN2 se asocian con otros
signos y/o sintomas, como pueden ser: signos piramidales, neuropatia
Optica con atrofia Optica, escoliosis grave, temblor postural,
hipoacusia neurosensorial, contracturas articulares, paresia de cuerdas
vocales (también observada en CMT2C, CMT4A, CMT4C, CMT4F,
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CMT4B1) e incluso insuficiencia respiratoria [203]. Al igual que
ocurre en CMTX1, mutaciones en MFN2 se pueden asociar con
hipersefiales, de curso no progresivo, en el parénquima cerebral
visibles en secuencias T2 y FLAIR de la RM; e incluso, atrofia de la
médula espinal [204,205].

En la ENG podemos observar una reduccién en la amplitud del
CMAP y del PSE con VCNM conservada (VCNM en nervio mediano
37-38 m/s). El estudio histolégico muestra una pérdida de fibras

mielinizadas, regeneracion y alteraciones mitocondriales.

GADP1: CMT2K, AR-CMT2, CMT4A, CMTRIA

Las mutaciones en el gen GDAP1, localizado en el cromosoma
8013-g21 presentan marcada variabilidad fenotipica. Mutaciones en
este gen pueden heredarse de forma AD o AR y el fenotipo clinico va
a depender del tipo de herencia [206].

Las formas de herencia AR desmielinizantes, axonales o intermedias
(CMT4A, AR-CMT2, CMTRIA) se caracterizan por ser una
neuropatia de comienzo precoz y fenotipo grave. En la mayoria de los
casos la debilidad de inicio distal progresa a proximal provocando una
importante discapacidad antes de la segunda década de la vida, por lo
que estos pacientes van a requerir una silla de ruedas. Ademéas un
elevado porcentaje de casos desarrollan paresia de cuerdas vocales y

paralisis diafragmatica [207,208]. En la ENG se observa un patron
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desmielinizante, axonal o intermedio siendo caracteristico una caida
de amplitud motora y sensitiva de forma muy precoz [206,209-211].

Las formas de herencia AD (CMT2K) presentan un fenotipo mas
leve con un comienzo en edad infantil o en edad adulta. La
enfermedad comienza con debilidad distal en extremidades inferiores
de curso indolente. La paresia de cuerdas vocales o paralisis
diafragmatica es menos frecuente que en las formas de herencia AR.
En la ENG se observa una neuropatia axonal [76,212-214].

El estudio histolégico muestra una pérdida de fibras mielinicas,
adelgazamiento de la vaina de mielina, clusters regenerativos,
plegamientos andmalos de la mielina y ocasionalmente tomaculas. En
las formas AD el estudio de microscopia electronica evidencia una
agregacion anomala de mitocondrias concordante con el mecanismo
patogénico de GDAP1.

La prevalencia de mutaciones en el gen GDAP1 difiere en las
diversas series publicadas. Mientras en Espafia o Finlandia, las
mutaciones en este gen pueden representar el 13-14% de la poblacion
con CMT, en otras series (Reino Unido, Alemania) representan < 2%
de CMT [76,215].

MORC2: CMT2Z

La primera descripcion de mutaciones en el gen MORC2
asociadas con CMT fue realizada por Sevilla y colaboradores en 2016.

Identificaron 3 familias con una neuropatia sensitivomotora axonal, de
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herencia AD [134]. Desde entonces, han sido diversas las
publicaciones de familias o casos esporadicos de CMT2 con
mutaciones en este gen. MORC2 pertenece a la familia de
proteinas microorchidia (MORC) y se ha postulado que participa en
mecanismos de reparacion de ADN.

El cuadro clinico tipico comienza en la infancia o edad adulta
precoz, donde predominan los calambres y la debilidad distal en
extremidades inferiores, que puede ser asimétrica. Posteriormente, a lo
largo de la evolucion, puede aparecer debilidad distal en extremidades
superiores. A diferencia de otros fenotipos de CMT, durante la
evolucion de la enfermedad se puede observar debilidad proximal
tanto de cintura pélvica como de cintura escapular, provocando una
importante discapacidad en la edad adulta. Es frecuente la presencia
de pies cavos y escoliosis. Se han publicado casos aislados de inicio
en la infancia precoz o al nacimiento cursando con un fenotipo similar
a una atrofia muscular espinal [134,216]. Otros hallazgos que pueden
sugerir mutaciones en el gen MORC2 son la ataxia cerebelosa e
hipoventilacién nocturna [217], fenotipo AME con atrofia cerebelosa
y paralisis diafragmatica o signos piramidales [135,218].

La neurografia en estos pacientes muestra una VCNM normal con
disminucion en la amplitud del CMAP, de forma asimeétrica y
predominantemente en extremidades inferiores. La EMG de aguja
muestra un proceso neurogenico cronico con importante actividad
espontanea (fasciculaciones y mioquimias) que se puede observar

tanto en musculos distales como proximales.
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La histologia muestra una importante pérdida de fibras, que puede
ser de apariencia multifocal. En el estudio de RM muscular es
caracteristica la relativa preservacién de musculatura profunda del

compartimento posterior de la pierna [134,216].

MME: CMT2T

En los ultimos afios se han identificado que las mutaciones en el
gen que codifica la neprelisina, una metalloendopeptidasa (MME) de
membrana, podian ser una nueva causa de CMT2. Esta proteina en el
SNC se encarga de la degradacion del B-amiloide, sin embargo, se
desconoce su funcion en el SNP. El patrén de herencia puede ser AD
0 AR [110,111].

El fenotipo clinico se caracteriza por ser una neuropatia
sensitivomotora, de predominio motor con una edad de inicio tardio
(habitualmente por encima de los 40 afios). Los pacientes pueden
presentar deformidad distal en extremidades inferiores desde edades
precoces, sin embargo, la debilidad de inicio distal en extremidades
inferiores suele aparecer en la quinta década de la vida, con
incapacidad progresiva para la flexion dorsal de los pies. Las quejas
sensitivas pueden aparecer en forma de una pérdida de las
modalidades sensitivas 0 como parestesias distales en extremidades
inferiores. Los calambres y las fasciculaciones suelen ser un dato

frecuente en la historia clinica. A medida que progresa la enfermedad
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la afectacion sensitiva se hace mas evidente y los reflejos desaparecen,
causando importantes limitaciones para la deambulacion [219].
La ENMG muestra una neuropatia axonal de predominio motor

con abundante denervacioén activa.

GJB1: CMTX1

CMTX1 es la segunda causa mas frecuente de CMT (10-20% de
los casos). Esta causada por una pérdida de funcion en el gen GJB1, el
cual codifica la conexina 32 (Cx32), localizado en el cromosoma
Xq13.1. CMTX1 puede estar causado tanto por mutaciones puntuales
en regiones codificantes, mutaciones en regiones no codificantes del
gen, o por delecion del mismo [148,220-222].

La enfermedad en los varones se inicia en la primera o segunda
década de la vida, mostrando un fenotipo de neuropatia grave.
Clinicamente provoca debilidad distal e hipoestesia; sin embargo, no
es infrecuente la presencia de sintomas sensitivos positivos como
puede ser el dolor. Los sintomas afectan de forma precoz a las manos,
observando con frecuencia mayor atrofia de musculatura de eminencia
tenar que la atrofia observada en el primer interéseo dorsal, fenotipo
conocido como “mano partida” [223]. A diferencia de la neuropatia
grave que observamos en los hombres; en las mujeres portadoras de
mutaciones en el gen GJB1 el fenotipo es mucho méas heterogéneo.
Hasta dos tercios de las pacientes pueden mostrar un fenotipo clinico

leve con signos o sintomas minimos de neuropatia y sin progresion.
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Un tercio de los casos presenta una forma mas grave de enfermedad
con una lenta progresion a lo largo de la vida. Un pequefio porcentaje
de casos no muestran signos ni sintomas de enfermedad. Aungue no
puede explicarse completamente la causa de esta variabilidad
fenotipica en las mujeres, se cree que es debida a la inactivacion del
cromosoma X en algunas de las células de Schwann. Debido a la
expresion de la conexina 32 en los oligodendrocitos del SNC, no es
infrecuente que los pacientes con CMTX1 asocien signos o sintomas
que implican al SNC (dafio de la via auditiva o de la via visual,
lesiones en sustancia blanca de SNC en la RM, episodios transitorios
de focalidad neurolégica o cuadros sugestivos de encefalomielitis
aguda diseminada) [224—227]. Otros signos o sintomas que podemos
observar son: temblor, torpeza manual, inestabilidad de la marcha, pie
cavo o escoliosis. Es frecuente que los pacientes requieran ortesis sin
embargo es poco frecuente la necesidad de silla de ruedas [149].

En la ENMG también podemos encontrar diferencias entre ambos
sexos. La velocidad de conduccion nerviosa motora se encuentra
enlentecida de forma focal, mostrando valores intermedios. En
varones la VCNM esta en 30-40 m/s, mientras que en las mujeres se
sitia entre los 30-50 m/s. Podemos observar una reduccion en la
amplitud del CMAP y del PSE, menos marcada en las mujeres
afectando de forma preferente al nervio mediano. El aumento de la
latencia de la onda F y la dispersion temporal son hallazgos frecuentes
en estos pacientes [149,228-230].
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BSCL2: CMT2D

El gen BSCL2 se identificO por primera vez en pacientes con
lipodistrofia congénita generalizada tipo 2. Este gen codifica una
proteina del reticulo endoplasmico Ilamada seipina. Dos mutaciones
en este gen (N88S, S90L) se asocian con diferentes fenotipos clinicos,
conocidos como "seipinopatias motoras” de herencia AD. Los
fenotipos de neuropatia asociados con mutaciones en el gen BSCL2
son heterogéneos, pudiendo establecer cierto grado de relacion
genotipo-fenotipo [231-233]. La mutaciébn N88S se asocia con
diferentes fenotipos clinicos: 1) neuropatia motora hereditaria tipo V
(31% de casos), donde predomina la debilidad y amiotrofia en
musculatura intrinsica de las manos, simétrica o asimetrica, pie cavo,
debilidad peroneal y piramidalismo; 2) Sindrome de Silver (15% de
casos) que cursa con paraparesia espastica, debilidad y amiotrofia
predominante en musculatura de las manos; 3) en un 20% de casos se
relaciona con una neuropatia axonal tipo CMT2 donde afecta
predominantemente a la musculatura de las manos con piramidalismo
pero sin espasticidad [234-236]. La mutacién S90L se asocia mas
frecuentemente con cuadros de espasticidad grave y debilidad en
extremidades inferiores, aunque también se han descrito formas de
CMT?2 con piramidalismo [237]. Hasta la fecha, se desconoce como
una misma mutacién puede causar diferentes fenotipos, posiblemente

existen factores epigenéticos que modifican el fenotipo.
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3.6 EPIDEMIOLOGIADECMT

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth se considera una
enfermedad rara (menos de 5 casos/10.000 habitantes); sin embargo,
es la neuropatia hereditaria mas frecuente, con una prevalencia de 10 a
28 cas0s/100.000 habitantes. A pesar de ser la neuropatia hereditaria
mas frecuente, son escasos los estudios de prevalencia realizados hasta
el momento, estimando una prevalencia ampliamente variable segin
la region estudiada (rango de 9.7 casos/100.000 a 82.3 casos/100.000
habitantes) [19,238,239]. En Espafia podemos citar las series descritas
por Combarros y colaboradores (Cantabria), Sivera y colaboradores en
la Comunidad Valenciana y mas recientemente Lousa y colaboradores
en Gran Canaria. Tanto el estudio de Combarros como el estudio de
Lousa estiman una prevalencia similar, de 28,2 casos/100.000
habitantes en el primero de ellos y de 30,08 casos/100.000 habitantes
en el segundo [240,241].

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth es un sindrome clinica y
genéticamente heterogéneo. En los ultimos afios, gracias al avance en
las técnicas de diagndstico molecular, se identificaron mas de 80
genes relacionados con la enfermedad y es previsible que este nimero
aumente exponencialmente en los proximos afios [12,20,242]. La gran
complejidad molecular de CMT es una de las principales casusas por
la que los estudios epidemioldgicos de este sindrome son escasos.
Ademas, los estudios de prevalencia realizados en diferentes paises

muestran resultados poco reproducibles, probablemente debido a que
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se utiliza una metodologia diferente e incluso pueda influir la
dificultad en la identificacion y/o diagnostico de pacientes con CMT.
Posiblemente, por este motivo, las diversas series publicadas se
centran en realizar un andlisis descriptivo de los diferentes subtipos de
CMT identificados, mas que un estudio epidemioldgico estricto. En el
90% de los casos de CMT con diagnostico molecular vamos a
encontrar una mutacion en los genes PMP22, MPZ, GJB1, MFN2 y/o
GDAP1 [23,68,147,243]. Esta informacion, asi como ciertos rasgos
del fenotipo y los hallazgos de la ENMG, permiten aumentar el

rendimiento del diagnostico molecular.

A continuacion, se realiza una breve descripcion de las series de

CMT publicadas en los Gltimos 25 afios:

CMT EN REINO UNIDO

En Reino Unido se han publicado diversas series de CMT, donde
se realiza una descripcion epidemioldgica de la enfermedad y/o una
descripcion detallada de la frecuencia genética de diferentes subtipos
de CMT.

En 1994 MacMillan y colaboradores publicaron un estudio con
una detallada descripcion de la poblacion con CMT en el Sur de Gales
entre 1989 y 1991. Se identificd una poblacién total de 133 casos (49
familias), de los cuales 123 eran adultos (> 16 afos). En este estudio
se observd una prevalencia total de 18,1 casos/100.000 habitantes. Al

igual gue en la mayoria de estudios realizados hasta el momento, la
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prevalencia de CMT1 fue mucho mayor (10,9 casos) que en el caso de
CMT?2 (2,7 casos) [244].

En 2012 Foley publica la prevalencia de CMT en el Norte de
Inglaterra  (Northumberland, Durham, Cumbria, Yorkshire,
Lancashire), con una poblacion de 2,99 millones de habitantes a fecha
del 1 de septiembre de 2010. La prevalencia de CMT en este estudio
fue de 15,2 casos/100.000 habitantes, prevalencia combinada de CMT
y NHPP de 11,8 casos/100.000 habitantes. En este estudio se
identificaron 222 casos de CMT (CMT1 56,7%, CMT2 39%, CMTX
8,9%) [245].

En ese mismo afio, Murphy y colaboradores publican una amplia
serie de pacientes con CMT, registrados en la base de datos del
Hospital Nacional desde el afio 2006. En este estudio realizan una
detallada descripcién de los diferentes subtipos de CMT evaluados. Se
identificaron 425 pacientes, de los cuales CMT1 fueron 240 casos,
CMT?2 115 casos, CMTI 62 casos y en 8 casos no fue posible realizar
una clasificacion exacta. El diagndstico molecular se alcanzé en el
62% del total (N=266), con un mayor éxito en CMT1 (80%) que en
CMT?2 (25%). En el 92% de los pacientes con diagndstico molecular
se detecté una mutacion en PMP22, GJB1, MFN2 o MPZ [23].

CMT EN SUECIA

En 1992 Holmberg public6 un estudio de la prevalencia de CMT

observada en el Norte de Suecia entre 1988-1991. Se identificaron 114
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pacientes (52 familias) con CMT (intervalo de edad 6-85 afios, edad
media 38 afios), con una prevalencia de 20,1 casos/100.000 habitantes.
Las formas de CMT1 también fueron mas prevalentes que CMT2 (84
casos de CMT1, 16 pacientes con CMT2) [246]. En 1983 se habia
realizado un estudio epidemiolégico de CMT en poblacién pediatrica
(2-15 arios) en el area sureste de Suecia. La prevalencia mostrada en
este caso fue muy similar a la prevalencia descrita por Holmberg, con
19 casos/100.000 habitantes.

CMT EN DINAMARCA:

En Dinamarca se han publicado dos estudios sobre la prevalencia
y frecuencia genética de CMT en los ultimos afios. El primero,
publicado por Vaeth y colaboradores consisti6 en un estudio
epidemioldgico realizado mediante un registro nacional de mortalidad,
prevalencia e incidencia desde 1977 a 2012. Se incluyeron un total de
2065 casos con CMT, de los cuales se excluyeron 535. El anélisis
final incluyo 1534 pacientes, con una prevalencia estimada de 22,5
cas0s/100.000 habitantes, con una mayor prevalencia en el grupo de
mas de 70 afios (45,2 casos/100.000 habitantes). Recientemente este
mismo autor publicé el resultado de la implementacién de NGS para
el diagndstico molecular de CMT en Dinamarca, con un 5,6% de
incremento en el rendimiento diagndstico de esta enfermedad
[247,248].
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CMT EN ITALIA:

Lorefice en 2017 publica el estudio mas amplio sobre la
frecuencia de CMT realizado en Italia (en la isla de Cerdefia). Se
identificaron un total de 1043 sujetos con CMT (38 familias). Aunque
este estudio no menciona la prevalencia de CMT en esta region,
resulta interesante analizar los diferentes subtipos de CMT
encontrados. Se detectaron 474 pacientes con CMT1 (45%), de los
cuales se alcanz6 un diagnéstico molecular en el 50% de los casos
(N=241). De los pacientes con CMT2 (35%, N=360) se realiz6 el
diagnostico molecular en el 39% (N=186). Un 20% de los casos
fueron pacientes con NHPP. En el grupo de pacientes con CMT]1, las
mutaciones mas frecuentes se identificaron en PMP22, GJBl y
SH3TC2. En el grupo de CMT2, las mutaciones mas frecuentes se
identificaron en MPZ, GJB1, MFN2, HSPB1 y LRSAM1. De forma
similar a otras series, en la region de Cerdefia los genes mas
frecuentemente implicados en CMT son PMP22, GJB1, MFN2 y MPZ
[249].

En 2014 Manganelli publica un estudio sobre la frecuencia de los
subtipos de CMT en el Sur de Italia. Se trata de un estudio descriptivo
que abarca el periodo de 1998 a 2013 en la provincia de Campania
(capital Néapoles). Se detectaron 197 casos; de los cuales, CMT1
fueron el 55,3%, CMT2 un 28% y NHPP un 16,7%. EIl diagnostico
molecular se alcanzdé en un 75% de los casos, con una ratio
CMT1/CMT2 de 85%/47,2%. Al igual que en otras series publicadas,
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mutaciones en los genes PMP22, GJB1, GDAP1 y MPZ fueron las
mas frecuentes de CMT. Las formas desmielinizantes méas prevalentes
fueron CMT1A (PMP22) y CMT1B (MPZ) en los casos familiares y
CMT4C (SH3TC2) en aquellos casos esporadicos. En el grupo de
CMT2, las mutaciones mas frecuentes se encontraron en el gen GJB1
y en GDAP1 [250].

Por dltimo, mencionar el estudio epidemioldgico realizado por
Morocuti y colaboradores en Molise, una pequefia region ubicada en
la Italia meridional. Se identificaron 90 pacientes con CMT (13
familias) entre los afios 1998 y 2000. En esta region la prevalencia de
CMT se estimé en 17,5 casos/100.000 habitantes. EI analisis
descriptivo demostr6 un 86% de formas desmielinizantes,
confirmandose el diagnostico molecular de CMT1A en el 64% de los
casos [251].

CMT EN NORUEGA:

La prevalencia estimada de CMT en la provincia de Akershus
(Noruega) fue de 82,3 casos/100.000 habitantes, la mas alta descrita
hasta el momento. Se diagnosticaron 245 pacientes con CMT (116
familias). El estudio neurofisioldgico fue concluyen en un 76,4% de
los casos (CMT1 49%, CMT2 47% y CMTI un 4%). Las mutaciones
identificadas en este estudio fueron: 1) duplicacion en el gen PMP22
en el 20% de casos, GJB1 5% de los casos, MFN2 en el 3,2% y MPZ
en el 1% [238].
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CMT EN ALEMANIA:

El Unico estudio aleman disponible hasta el momento realiza una
descripcion de los diagndsticos moleculares registrados en el periodo
de 2004 a 2012. En total se detectaron 776 casos de CMT, de los
cuales 589 disponian de un estudio neurofisiologico completo (60%
CMT1, 26% CMT2, 14% NHPP). El estudio molecular resultd
positivo en un 66% de CMT1 (233/355 casos) y en el 35% de CMT?2
(53/151 casos). Al igual que en otras series publicadas, en el grupo de
pacientes con CMT1, el diagnostico molecular més frecuente fue la
duplicacion de PMP22 (77%), GJB1 (13%) y MPZ (8%). En aquellos
pacientes con CMT2 en los que se alcanz6 un diagnéstico molecular,
las mutaciones méas frecuentes se identificaron en GJB1 (30%) y en
MFN2 (23%). Un dato importante que aporta el estudio de Gess, es el
porcentaje de casos con diagndstico molecular en el grupo de
pacientes sin un estudio neurofisiologico concluyente (30%, N=164).
Los genes mas frecuentes en este grupo de pacientes fueron:
duplicacion en PMP22, delecién en PMP22, mutaciones en GJBL,
MPZ, BSCL2 [243].

CMT EN FINLANDIA:

El estudio epidemioldgico publicado en 2017 por Marttila,
incluye pacientes con diagndstico de CMT en la provincia de
Ostrobotnia evaluados entre 1997 y 2009. En este estudio se incluyen

pacientes mayores de 16 afios con el diagndstico de CMT y/o NHPP.
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La prevalencia de CMT fue de 34,6 casos/100.000 habitantes. Se
identificaron un total de 107 casos (78 familias) con un probable
CMT. EIl estudio neurofisiologico reveldo 19 casos de CMTL, 66
pacientes con CMT2 y 14 pacientes con un CMTI. El estudio genético
se realizdé en 89 casos, alcanzando un diagnostico molecular en el
55%. En este estudio destaca la frecuencia genética encontrada, siendo
las mutaciones en GDAP1 las méas frecuentes (28 casos, 31,5%)
seguidas en segundo lugar por la duplicacion en PMP22 (15 casos,
16,9%) [252].

CMT EN ESPANA:

En Espafa, al igual que en otros paises son escasos los estudios
epidemioldgicos de CMT. Los dos estudios mas amplios realizados en
los Gltimos afnos son el estudio de Combarros (1987) y el estudio de
Sivera (2013). Otros estudios realizados, se centran de forma mas
especifica en describir la frecuencia y/o variabilidad fenotipica en
determinados genes [66,219].

Combarros realizo el primer estudio epidemioldgico de CMT en
Espafia. Se evaluaron 144 casos (49 casos indice) de CMT en
seguimiento en el Hospital de Valdecilla (Santander). Se identificaron
78 casos de CMT1 y 66 casos de CMT2, con una prevalencia de CMT
de 28,2 casos/100.000 habitantes. La prevalencia estimada de CMT1
fue de 15,3 casos/100.000 habitante y CMT2 de 12,9 casos/100.000
habitantes [240].
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En 2013, Sivera publica la serie mas amplia de CMT en Espafa.
Describe detalladamente el diagnostico molecular de los pacientes con
CMT evaluados en el Hospital Universitari i Politecnic La Fe de
Valencia entre los afios 2000 y 2012. Se evaluaron un total de 1009
pacientes con sospecha de neuropatia hereditaria, identificando 438
casos con CMT que cumplian todos los criterios de inclusion
establecidos. En este estudio no se realizd un célculo de prevalencia
de la enfermedad. Se identificaron 275 casos de CMT1 (62,8%) y 163
casos de CMT2 (37,2%). El diagnostico genético se alcanz6 en un
83% de los pacientes, con un mayor éxito en el diagnostico molecular
en aquellas formas desmielinizantes (95,6%) sobre las formas
axonales (62%). Las mutaciones mas frecuentes fueron: duplicacion
PMP22 (49%), mutaciones en GJB1 (15%), GDAP1 (11%), SH3TC2
(7%) y MPZ (5%). Mutaciones en otros genes representan <2% de los
casos (NDRG1, HSPB1, MFN2, HK1, NEFL, GARS, PRX, HSPBS,
FGD4, KARS, YARS, TRPV4). No se identificaron mutaciones en
LITAF, MTMR2, GAN, BSCL2 ni FIG4. En este estudio cabe destacar,
la alta frecuencia de mutaciones en el gen GDAPL, asi como la baja
incidencia de casos con mutaciones en MFN2 (2,5%) [147].

Recientemente Lousa publica la segunda serie mas amplia de
CMT en Espafia. Se trata de un estudio epidemiologico de los
pacientes con CMT evaluados en el Hospital Insular-Materno infantil
de la Isla de Gran Canaria desde 2007 a 2014. Se identificaron un

total de 256 pacientes (79 familias) con el diagnostico de CMT. La
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prevalencia estimada fue de 30,08 casos/100.000 habitantes, similar
a la prevalencia identificada por Combarros en 1987 en Santander.
Se identificaron 201 casos de CMT1, 45 casos NHPP y 10 casos de
CMT?2. El 78,5% de los casos de CMT1 fueron CMT1A [241].

CMT EN IRLANDA

Entre los afios 1990 y 2013 se realiz6 un registro de todos los
pacientes adultos con enfermedades neuromusculares evaluados en
diferentes centros hospitalarios en Irlanda. Se identificaron un total de
406 casos de neuropatias hereditarias, de los cuales, 362 casos fueron
CMT, con una prevalencia de 10,5 casos/100.000 habitantes. La
ENMG permitié clasificar 268 casos, identificando 54% de CMTL1
(N=144), 38% CMT2 (N=103) y un 8% CMTI (N=21). El diagnéstico
molecular en esta serie de 362 pacientes se alcanzd unicamente en 88
casos, CMT1A (64 pacientes), CMT2A (4 casos), CMT2J (2 casos),
mutaciones en GJB1 (18 casos) [253].

CMT CHIPRE:

La prevalencia de CMT en la Republica de Chipre a fecha de 15
de enero de 2009 fue de 16 casos/100.000 habitantes. El estudio
realizado por Nicolaou identificd un total de 127 casos de CMT (33
familias y 8 casos esporadicos). Las formas desmielinizantes fueron
las méas frecuentes (52%) y en segundo lugar las formas axonales

(33%). Al igual que en otras series, la duplicacién en PMP22 fue la
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maés frecuente. Se identificaron un elevado porcentaje de mutaciones
puntuales en PMP22 (9,5%) en comparacion con otras series de
Europa. Mutaciones en el gen MPZ representan un 5% de la serie,
mientras que mutaciones en MFN2 fueron relativamente frecuentes
con un 9,5% de los casos, siendo CMT2A la forma mas prevalente de
CMT2 [254].

CMT HUNGRIA:

En 2017 se publico el primer estudio epidemioldgico sobre CMT
en Hungria. Se evaluaron un total de 531 pacientes diagnosticados de
CMT, de los cuales 409 eran CMT1 y 122 CMT2. El estudio
molecular resulté diagnostico en 318 casos (60%), siendo PMP22 el
gen responsable del 40% de CMT. Otros genes identificados fueron
GJB1 (10%), MPZ (4,5%), MFN2 (2%), NDRG1 (1,5%), EGR2
(0,8%) y CTDP1 (0,8%) [255].

CMT EN USA

Por Gltimo, destacamos dos estudios no Europeos en los que se
realiza un analisis detallado sobre la frecuencia genética de CMT y
que debemos mencionar. El estudio realizado por el Consorcio de
Neuropatias Hereditarias y el estudio de Saporta.

El Consorcio de Neuropatias Hereditarias formado por 14
centros de USA y 3 centros de Reino Unido, Italia y Australia
publicé en 2015 una amplia serie de pacientes con CMT evaluados
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entre 2009 y 2013. Un total de 1652 pacientes fueron valorados, de
los cuales 1427 eran pacientes con CMT (CMT1 910 casos, CMT2
237 casos, CMT4 37 casos, CMTX1 107 casos, otras neuropatias
hereditarias 136 casos). Al igual que en otras series, el diagndstico
molecular més frecuente fue CMT1A, seguido de CMTX1, CMT1B
y CMT2A. En el presente estudio, el diagnostico molecular se
alcanzo6 en un elevado porcentaje de pacientes (60%) acorde a otras
series publicadas tanto en EEUU como en el Norte de Europa. El
éxito del diagndstico molecular también difiere entre CMT1 (91%)
frente a CMT2 (42%) [68].

El segundo de los estudios no Europeos, es el anélisis de CMT
realizado por Saporta y colaboradores en USA, desde 1997 hasta
2009. Aunque en este caso no se calculd la prevalencia de CMT, si
se realiza una detallada descripcion de las diversas formas de CMT.
Identificaron un total de 787 casos, de los cuales el 67% alcanz6 un
diagndstico molecular especifico. Las formas mas frecuentes fueron
CMT1A, CMTX1, NHPP, CMT1B y CMT2A. Ademaés, se
identificaron otros genotipos con mucha menor frecuencia (<1%). El
diagnéstico molecular se alcanz6 en el 98% de las formas

desmielinizantes y en un 34% de los casos de CMT2 [153].
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TABLA 5. PREVALENCIA DE CMT EN EUROPA

Prevalencia

Autor / Pais Periodo de estudio CMT

MacMillan - Reino Unido 1989-1991 18.1/100.000
Holmberg - Suecia 1988-1991 20,1/100.000
Morocutti - Italia 1998-2000 17,5/100.000
Braathen - Noruega 1990-2005 82,3/100.000
Foley - Reino Unido 1995-2010 11,8/100.000

Guess - Alemania 2004-2012 -
Marttila - Finlandia 2009 34,6/100.000
Lefter - Irlanda 1990-2013 10,5/100.000
Vaeth - Noruega 1977-2012 22,5/100.000
Lousa /-Gran Canaria 2007-2014 30,8/100.000

En esta tabla se enumeran los principales estudios epidemiologicos de CMT realizados en Europa
durante los Gltimos 25 afios.

TABLA 6. EPIDEMIOLOGIA DE CMT

SAPORTA  MURPHY  SIVERA GESS MANGANELLI  FRIDMAN

(2011)  ~(2012)  (2013) _(2013) (2014) (2015)

(N=787)  (N=425) (N=438) (N=589) (N=197) (N=1427)
CMT1 434 240 275 355 93 910
CMT2 9% 115 163 151 26 237
CMTI . 65

Esta tabla muestra la frecuencia de los diferentes tipos de CMT identificados en los principales
estudios epidemiologicos de CMT, realizados en Europa durante los Gltimos 25 afos.

TABLA 7. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE CMT

SAPORTA MURPHY SIVERA  GESS MANGANELLI  FRIDMAN
(N=787) (N=425) (N=438) (N=589) (N=197) (N=1427)
GENOTIPO 527/787 266/425 365/438 339/589  148/197 997/1427

PMP22 290 168 184 180 75 614
GJB1 80 46 56 47 14 107
MPZ 45 13 19 19 7 67
MFN2 21 12 6 12 2 70
GDAP1 5 2 42 - 8 9
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3.7 DIAGNOSTICODE CMT

3.7.1 DIAGNOSTICO CLINICO

El diagnostico de CMT debe comenzar con un estudio detallado
del fenotipo clinico del paciente con especial énfasis en los
antecedentes personales y familiares. Los hallazgos que nos pueden
orientar a una etiologia genética son la presencia de pie cavo, dedos en
martillo, patas de cigiefia, empleo de ortesis en la infancia o cirugias
previas en el pie. Los antecedentes familiares nos ayudan a confirmar
nuestra hipétesis de que se trata de una entidad de base genética y
ademas mediante la realizacion de un arbol genealdgico que incluya el
mayor nimero posible de generaciones nos orienta hacia el patron de
herencia. Debemos tener en cuenta, que la ausencia de otros familiares
afectos no excluye un diagndstico de neuropatia de base genética. Una
vez que hemos realizado una detallada anamnesis y exploracion
clinica se procederd con la realizacion de determinadas pruebas
complementarias. Entre las principales pruebas que debemos realizar
se encuentra el estudio neurofisiolégico (ENG y EMG), lo maés
detallado posible. Este estudio ENMG nos confirmara si se trata de un
proceso motor, sensitivo o sensitivomotor, ademas de orientarnos en
el proceso fisiopatologico subyacente (axonal o desmielinizante). Tras
realizar el diagndéstico diferencial en caso de precisarlo, se procede
con el diagndstico molecular. Otras pruebas complementarias que
pueden ser de ayuda en determinados casos son la RM de cerebro y

musculo, radiografia de columna, estudio de potenciales auditivos,
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valoracion otorrinolaringoldgica, exploracion oftalmologica, estudio

uroldgico y cada vez menos frecuente, estudio histolégico.

3.7.2 DIAGNOSTICO MOLECULAR

El nimero de genes responsables de CMT ha aumentado de forma
rapida en las Ultimas décadas, identificindose mas de 80 genes
causantes de la enfermedad [12,20]. Este aumento en la identificacion
de nuevos genes se puede atribuir al desarrollo tecnoldgico ocurrido
en los Ultimos 20 afios tras el Proyecto Genoma Humano, con el
desarrollo de la tecnologia de secuenciacion masiva (NGS) que
permite la secuenciacion de todo el exoma o del genoma en un breve
periodo de tiempo y con un menor coste econémico.

Durante muchos afios, la genética médica se basaba en el
paradigma de “un gen, una enfermedad”. Sin embargo, con el paso de
los afios se ha observado que cada vez las enfermedades de base
genética son mas complejas y un mismo gen puede dar lugar a
diferentes fenotipos o un mismo fenotipo puede estar provocado por
varios genes. Por este motivo, era imprescindible un avance en las
técnicas de diagndstico molecular que permitiese un diagnostico
rdpido y con un bajo coste econdmico. La primera técnica que
permitid la secuenciacion de ADN, mediante la ADN polimerasa, fue
el método desarrollado por el Dr. Frederick Sanger en 1970. La
secuenciacion convencional o secuenciacion Sanger fue la principal

técnica empleada hasta hace pocos afios para realizar estudios
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moleculares y se considera la técnica “gold standard” para la
confirmacion de variantes. Debido a su elevado coste econémico y
complejidad técnica, en los udltimos 15 afios comenzaron a
desarrollarse tecnologias post-Sanger, conocidas como técnicas de
secuenciacion masiva (Next Generation Sequencing, NGS) o de alto
rendimiento. El término NGS se emplea para describir las diferentes
tecnologias que permiten la secuenciacion simultanea de grandes
cantidades de ADN. Entre estas técnicas se encuentran: el estudio del
genoma completo (whole-genome sequencing, WGS), estudio del
exoma completo (whole-exome sequencing, WES) o el estudio de un
panel de genes candidatos [20].

Como hemos mencionado previamente, a lo largo de los afos, se
ha comprobado que CMT es una enfermedad clinica y genéticamente
heterogénea. Desde la identificacion del primer locus ligado a CMT
por Bird en 1982, el avance en el diagnoéstico molecular ha sufrido una
gran transformacion. En 1991 se conocié que la duplicacion en el
brazo corto del cromosoma 17, era la causa mas frecuente de CMT
(CMT1A). En 1993 se habian identificado mutaciones en los genes
GJB1, PMP22 y MPZ. La descripcién de los locus y genes
ligamiento o secuenciacion convencional. Primero se estudiaba el gen
mas prevalente en la enfermedad y posteriormente en caso de resultar
negativo se realizaba un analisis gen a gen de aquellos genes

candidatos, hasta detectar la mutacion causante. Tras la publicacién
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del Proyecto Genoma Humano en 2003, el descubrimiento de nuevos
genes aumentd de forma considerable, identificando 22 nuevos genes
causantes de CMT; ademas de permitir el descubrimiento de nuevos
genes que no eran los principales candidatos para CMT. Entre 2005 y
2009 unicamente se encontraron nueve genes asociados a CMT. En
los dltimos afios, tras la implantacion de NGS (panel de genes, WES,
WGS) con un menor coste, la genética de CMT ha cambiado
drasticamente [20,242].

Las técnicas de secuenciacion masiva (NGS) inicialmente se
empleaban fundamentalmente en laboratorios de investigacion. Sin
embargo, con el paso del tiempo, debido al alto rendimiento coste-
efectividad cada vez se emplean mas en la practica clinica habitual
como primera opcion para el diagnostico molecular. La unica
excepcion, es en aquellos pacientes con CMT1 de herencia AD, en los
cuales el primer estudio a realizar es un MLPA que permita confirmar
0 descartar una duplicacion en el cromosoma 17p, responsable de
CMT1A. Las principales ventajas e inconvenientes de cada una de las

técnicas de NGS se describen a continuacion:

1) PANEL DE GENES:

El objetivo de esta técnica es la secuenciacion simultaneamente
de aquellos genes de interés para una determinada enfermedad. Las
principales ventajas de esta técnica son la rapidez, menor coste

econdmico y una elevada profundidad de lectura. Por el contrario, los
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paneles de genes requieren una actualizacion continua. En un panel de
genes unicamente podemos incluir aquellos genes en los que si se ha
establecido que son patogeénicos en la enfermedad. Ademas, requieren
un estudio de reproducibilidad, sensibilidad, especificidad y capacidad
de deteccion previa a su aplicacion.

Habitualmente, en el proceso de creacion de un panel de genes
para CMT, podemos realizar un panel amplio para toda la enfermedad
de CMT o bien realizar un panel especifico. Si decidimos emplear un
panel amplio que cubra todos los genes de CMT y enfermedades
relacionadas tenemos el desafio de la interpretacion de los resultados,
porque serd muy frecuente identificar variantes de significado
desconocido. Por otro lado, si realizamos un panel especifico para
CMT desmielinizante, CMT axonal o CMT intermedio estamos
delimitando méas el estudio y serd mas factible identificar una
mutacion patogénica. Los paneles especificos tienen las principales
ventajas de permitir minimizar el riesgo de identificar variantes de
significado desconocido, resultard mas econdmico y no sera preciso

actualizarlo de forma tan frecuente como un panel mas amplio [256].

2) SECUENCIACION DEL EXOMA COMPLETO (WES)

A pesar de que el exoma supone unicamente el 2% del genoma
humano, el 85% de las variantes causantes de enfermedad se
encuentran en esta region. La secuenciacion del exoma permite

estudiar los exones codificantes de todos los genes conocidos. La
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principal ventaja de esta técnica es la rapidez con la que se puede
estudiar una enfermedad determinada, ademas de permitir la
identificacion de nuevos genes. Uno de los inconvenientes es que no
nos proporciona informacion de las regiones no codificantes o de
aquellas regiones pobremente enriquecidas. EIl analisis posterior de
los datos puede delimitarse Unicamente a aquellos genes de interés y
en caso necesario ampliarse posteriormente si fuese necesario. De esta
forma, se reduce el riesgo de detectar hallazgos de significado
desconocido.

3) SECUENCIACION DEL GENOMA COMPLETO
(WGS)

La secuenciacion del genoma tal como el propio nombre indica,
permite realizar una cobertura continua e identificar variantes a lo
largo de todo el genoma. La interpretacion de los resultados, también
podria estar dirigida inicialmente a las regiones de interés. Los
principales inconvenientes de esta técnica son la manipulacion de
datos y la interpretacion compleja de los mismos, ademas de la

posibilidad de hallazgos de significado desconocido.

Para concluir, el diagnéstico molecular de CMT deberia comenzar
tras establecer el fenotipo clinico, patron de herencia y hallazgos del
estudio electrofisioldgico. El analisis mediante MLPA para la
identificacién de la duplicacion o delecion en el gen PMP22 deberia

de ser el primer estudio en realizarse, debido a la elevada prevalencia
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de CMT1A en las diversas series estudiadas de CMT. A continuacion,
se realizaria un panel de genes especifico y en caso de resultar
negativo, proceder con técnicas como WES delimitando el estudio a
genes de interés para CMT [153,256,257].

FIGURA 7. EVOLUCION MOLECULAR DE CMT

Evolucion del estudic molecular en CMT
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En esta grafica podemos observar el incremento en el nUmero de genes
responsables de CMT y la evolucion de las técnicas de nueva secuenciacion. Las
técnicas de NGS comenzaron con un coste econémico muy alto por lo que se
utilizaban Unicamente en laboratorios de investigacion. Tras la implementacion de
NGS, el incremento en el niUmero de genes fue exponencial, manteniéndose este
crecimiento hasta el momento actual. Esta figura fue elaborada con datos
obtenidos de Rossor et al. Nat. Rev. Neurol; 2013.
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Obijetivos

1 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, aunque se trata de una
enfermedad rara, es la neuropatia hereditaria mas frecuente, con una
prevalencia de 28 casos/100.000 habitantes. Los estudios
epidemiol6gicos de CMT muestran una prevalencia similar, excepto
en determinadas areas o regiones con elevada consanguinidad. A pesar
de esto, todavia son escasos los trabajos publicados en los que se
realice un detallado estudio de la enfermedad.

En los uGltimos afios ocurrié un importante avance en el
diagnodstico molecular de las enfermedades de base genética, entre
ellas CMT. Se han identificado genes causantes de CMT que
inicialmente no eran candidatos principales de la enfermedad, se ha
observado que un mismo gen podia causar un fenotipo
desmielinizante, axonal o intermedio e incluso hay genes que pueden
heredarse tanto de forma AD como AR. Por todo ello es
imprescindible conocer con exactitud los diferentes fenotipos de la
enfermedad y su relacion con el diagndstico molecular. Con toda esta
informacion, los pacientes con enfermedades raras como CMT con
implicaciones variables en el pronostico, podrian realizar una
adecuada planificacién familiar. Ademas, con el avance tecnologico,

conociendo los mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad, se
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podra avanzar en el desarrollo de terapias eficaces que permitan
modificar el curso de la enfermedad.

En Espafia, hasta el momento, Unicamente se han publicado series
de CMT en Cantabria, Comunidad Valencia y la Isla de Gran Canaria.
En Galicia, no existe ningun estudio sobre la prevalencia de CMT. Por
ello, consideramos de interés conocer cual es la frecuencia de la
enfermedad en nuestra comunidad, asi como la descripcion fenotipica

y genotipica de nuestros pacientes.

2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Realizar una adecuada  caracterizacion  fenotipica,
electrofisiologica y genética de los pacientes adultos con CMT

en la comunidad Auténoma de Galicia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conocer la epidemiologia de CMT en la poblacion adulta en
Galicia.
o Datos demograficos
o Distribucion de CMT segin fenotipo
electrofisioldgico.
o Edady sexo de la poblacién con CMT.

o Procedencia de la muestra.
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o Atencién clinica en las GGI de Galicia.

o Caracteristicas clinicas

o

(@]

o

Edad de inicio de la enfermedad.
Retraso diagndstico.

Sintomas de la enfermedad.
Signos de la enfermedad.
Gravedad de la enfermedad.
Fenotipo electrofisioldgico.
Patrén de herencia.

o Prevalencia de CMT en Galicia en poblacion adulta.

Conocer la epidemiologia genética de CMT en adultos,

estudiando los genes mas frecuentemente relacionados con las

formas desmielinizantes, axonales o intermedias en nuestro

medio.

o Descripcion de los genes identificados en la poblacion a

estudio.

o Relacion del genotipo y fenotipo.

o Descripcion de variantes geneticas no descritas

previamente

Describir la relacion genotipo-fenotipo en aquellos pacientes

gue presenten nuevas mutaciones en los genes analizados.

Establecer en funcion de los resultados un protocolo de

diagnostico genético para su aplicacion en nuestra poblacion.
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Material y Métodos

1 POBLACION A ESTUDIO

La poblacion objeto de estudio fueron aquellos pacientes adultos,
con diagndstico de CMT, empadronados en la comunidad Auténoma
de Galicia en el periodo de 1993 a 2018. Incluimos todos los casos
diagnosticados de CMT y que realizaron un seguimiento periédico en
el Servicio de Neurologia de las diferentes Gerencias de Gestion

Integrada de Galicia.

1.1 ESTRUCTURASANITARIA

El sistema sanitario publico en Galicia, tanto de atencion primaria
como especializada, se gestiona de forma conjunta a través de siete
Gerencias de Gestion Integrada. La asistencia neuroldgica esta
centralizada en los principales hospitales de cada Gerencia. El
Hospital Clinico de Santiago de Compostela dispone de una unidad de
enfermedades Neuromusculares en el servicio de Neurologia y en el
mismo hospital esta ubicada la Fundacién Publica Galega de Medicina
Xendmica (FPGMX).

El diagndstico y seguimiento clinico de los pacientes con CMT se
realiza en el servicio de Neurologia de cada Gerencia de Gestidn
Integrada. Aquellos casos que lo requieren o asi lo solicitan pueden

ser derivados para valoracién en la unidad de enfermedades
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Neuromusculares del Hospital Clinico. Debemos tener en cuenta, que
al tratarse de una enfermedad crénica, de curso lentamente progresivo
y sin un tratamiento farmacologico disponible hasta la fecha, en

diversas ocasiones el paciente abandona el seguimiento hospitalario.

1.2 RECLUTAMIENTO DE LOS PACIENTES

Este trabajo surge como iniciativa de la Unidad de enfermedades
Neuromusculares del servicio de Neurologia del Hospital Clinico de
Santiago de Compostela, desde donde se realizo el reclutamiento de
los casos, en colaboracion con el grupo de Neurogenética de la
FPGMX. EI reclutamiento de los pacientes con CMT se realizé a
través de diferentes vias:

e Pacientes en seguimiento en el servicio de Neurologia del

Hospital Clinico de Santiago de Compostela.

e Pacientes con CMT remitidos por diferentes neurélogos con

actividad en el sistema sanitario publico de Galicia.

e Invitacion a participar en este estudio a través de la asociacion

de enfermedades Neuromusculares (ASEM Galicia).

1.3 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes mayores de 18 afios con sospecha clinica y/o

neurofisiologica de una neuropatia sensitivomotora de perfil
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hereditario, tipo CMT, en los que se han excluido otras causas
de neuropatia.

e Familiares de pacientes con CMT, con caracteristicas clinicas
similares y estudio neurofisiolégico patoldgico.

e Pacientes con CMT que realizan seguimiento en las diferentes
Areas Sanitarias de Galicia (Santiago de Compostela-
Banrbanza, A Corufna-Cee, Ferrol, Lugo-A Marifia-Monforte
de Lemos, Ourense-Verin-O Barco de Valdeorras, Pontevedra-

Salnés y Vigo) en el periodo mencionado.

CRITERIOS DE EXCLUSION

o Diagnostico de neuropatia hereditaria exclusivamente sensitiva
y autonoémica.

o Diagnostico de neuropatia hereditaria motora distal.

e Diagnostico de neuropatia hereditaria con predisposicion a las
paralisis por presion.

e Pacientes con sindromes complejos, donde la neuropatia no es
la caracteristica clinica principal.

e Pacientes con sospecha clinica de neuropatia hereditaria y
estudio neurofisioldgico normal.

e Ausencia de un conjunto minimo de datos relativos a la
enfermedad a estudio.

e Ausencia de consentimiento informado para revision de la

historia clinica o realizacion del estudio genetico.
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2 VARIABLES ANALIZADAS

En todos los pacientes se realizé una historia clinica y exploracion
fisica detalladas. Se registraron antecedentes personales vy
antecedentes familiares relevantes para la enfermedad a estudio, lo
cual permitio elaborar un arbol genealdgico para cada una de las
familias estudiadas. El estudio neurofisiolégico y los hallazgos del
diagnostico molecular, de cada uno de los casos, fueron revisados por

un neurélogo experto en enfermedades Neuromusculares.

HISTORIA CLINICA

En la historia clinica se realizo una detallada anamnesis sobre los
sintomas del paciente y evolucion clinica de su enfermedad (Anexo
[11). Se registraron antecedentes personales y familiares con la
realizacion de un arbol genealdgico en cada una de las familias. Se
describid la exploracion fisica y en aquellos casos evaluados en el
Hospital Clinico de Santiago de Compostela incluimos:

e Funcion motora utilizando la escala estandarizada del Medical

Research Council (MRC).

e Sensibilidad (tactil, algésica, térmica, vibratoria vy

artrocinética).

o Reflejos musculares en las cuatro extremidades.

e Deformidades esqueléticas: atrofias musculares, pie cavo,

dedos en martillo, retraccidn aquilea, patas de cigliefia, mano

en garra, escoliosis, etc.
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e En aquellos casos en los que fue posible se evalud la escala
global de neuropatias hereditarias “CMT neuropathy score”
(CMTNS) o en su defecto CMTES. Ademas, se realiz6 una
escala funcional (FDS).

e En aquellos casos, donde la historia clinica asi lo permitio
también se intentd extrapolar los datos registrados con fines
asistenciales a dichas escalas (CMTNS y FDS). Cuando la
informacion no permitia realizar una adecuada valoracion de
dichas escalas, se clasifico la gravedad de la enfermedad en:

o Leve: deambulacion sin ayuda.

o Moderada: si existe la necesidad de ortesis para la
deambulacion y/o flexion dorsal de los pies <3.

o Grave: cuando se requiere ayuda de baston o silla de

ruedas para desplazarse.

TABLA 8. ESCALAS DE GRAVEDAD CLINICA
CMTNS CMTES GRAVEDAD CLINICA

Leve 0-10 0-7 Deambula sin ayuda

Ortesis y/o debilidad

Moderada 11-20 8-16 flexion dorsal pies <3

Grave 21 - 36 17 - 28 Baston o silla ruedas
Los casos fueron clasificados en CMT desmielinizantes, axonales

o intermedios y en aquellos con estudio neurofisiol6gico poco

informativo se acufi6 el término de “no concluyente”. Segun el patrén
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de herencia se clasificaron en CMT de herencia autosémica

dominante, autosémica recesiva, ligada a X o casos esporadicos.

ESTUDIO NEUROFISIOLOGICO

En el estudio neurofisiolégico se evaluaron tanto las velocidades
de conduccion nerviosa motora como sensitivas, latencias distales y
amplitud del CMAP y PSE. Se registraron los datos obtenidos en
nervios mediano, cubital, peroneal, tibial y nervio sural. El estudio de
electromiografia de aguja incluy6 un registro de la actividad muscular
en reposo y con esfuerzo maximo realizado a criterio del facultativo
asistencial. En todos los pacientes atendidos en el Hospital Clinico de
Santiago de Compostela, el estudio neurofisiologico se realiza de
forma protocolizada valorando los parametros de conduccion nerviosa
motora y sensitiva (antidromica) en nervios mediano, cubital,
peroneal, tibial, sural y peroneo superficial. La electromiografia de
aguja valora tanto la actividad en reposo como la actividad tras
esfuerzo méximo en musculo vasto externo, tibial anterior, gemelo,
biceps braquial, deltoides, extensor comun de los dedos y primer

interéseo dorsal.

OTROS ESTUDIOS

En casos aislados, en donde el proceso diagnostico asi lo requeria,
se realizo biopsia de nervio sural para estudio histolégico mediante

microscopia éptica y electrdnica.
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El estudio de RM muscular no se realiza de forma rutinaria en
todos los pacientes con CMT. Desde el afio 2013, realizamos RM
muscular en aquellos casos con una variante en un nuevo gen o una
variante no descrita previamente y que podria aportar informacion
adicional para definir el fenotipo. El estudio incluy6 secuencias en T1
y STIR en plano axial y coronal. Se valoro la alteracion de la sefial
muscular para determinar la presencia y grado de infiltracion grasa y/o
presencia de edema muscular. El grado de infiltracion grasa se evaluo
mediante una escala semicuantitativa de 0 a 4 en musculatura de

ambos pies, compartimentos de la pierna y muslo.

ESTUDIO MOLECULAR

El anélisis molecular se ha realizado en la Fundacion Publica
Galega de Medicina Xenomica. Esta tesis se origind a partir de sendos
proyectos de investigacion autonémicos para el estudio de CMT en
poblacién Gallega realizado durante el periodo de 2005 a 2010. El
objetivo de ambos  proyectos  (PGIDITO5SAN14PR vy
07CSA017228PR) fue el estudio genético en pacientes con CMT en
Galicia y la creacion de una herramienta de diagnéstico molecular en
esta poblacién. En todos los casos el analisis molecular se inici6 tras
firmar un consentimiento informado y obtencion de una muestra de
ADN del caso indice. El primer anlisis a realizar fue la identificacion
de posibles duplicaciones en el gen PMP22 mediante la técnica de
PCR con cebadores marcados con fluorescencia y posteriormente se
analizaban e interpretaban dichos resultados. En aquellos casos en los
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que se descarté un CMT1A se procedia con el analisis gen a gen de
los genes identificados hasta el momento y que fuesen compatibles
con el cuadro clinico y neurofisiolégico presente en el paciente. Cada
gen se estudié mediante analisis de mutaciones por secuenciacion, tras
PCR, de los exones codificantes y zonas flanqueantes del gen. A partir
del afio 2005, el analisis molecular de aquellos casos que resultaron
negativos para el estudio genético realizado hasta el momento y en
todos los nuevos casos que llegaban a la FPGMX se realizé el estudio
de forma sistematica mediante la técnica de PCR y secuenciacion
ciclica birideccional de los exones codificantes y regiones
flanqueantes de los genes PMP22, MPZ, GJB1, EGR2, GDAPI1,
LITAF, NEFL y MFN2. En el afio 2007, tras la aprobacion del
segundo proyecto de investigacion, siguiendo los mismos criterios
mencionados anteriormente, se amplio el estudio molecular con la
inclusién de nuevos genes; de forma que el estudio molecular de CMT
desde 2007 a 2010 incluyo el analisis de los genes PMP22, MPZ,
GJB1, EGR2, LITAF, NEFL, GDAP1, MFN2, PRX, RAB7, HSPB1 y
HSPB8. A partir de este momento y hasta la actualidad, todos los
casos que llegaron a la FPGMX se realizo el estudio de diagnostico
molecular por via asistencial. Las técnicas de secuenciacion de nueva
generacion (NGS) para el estudio de CMT se implementaron en el afio
2014. Mediante enriquecimiento por hibridacion de sondas SureSelect
(Agilent) y secuenciacion NGS de los exones codificantes y regiones
flanqueantes hasta 10 pares de bases, se estudié un amplio panel de
genes causantes de CMT. En los afios posteriores se fueron
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incluyendo diferentes genes identificados; de forma que en el afio
2018 el estudio molecular de CMT incluyd los siguientes genes:
AARS, AIFM1, BSCL2, DHTKD1, DNM2, EGR2, FBLN5, FGD4,
FIG4, GARS, GDAP1, GJB1, GNB4, HSPB1, HSPB8, INF2, KARS,
KIF1B, LITAF, LMNA, LRSAM1, MED25, MFN2, MPZ, MTMR?2,
NEFL, NDRG1, PLEKHG5, PMP22, PRX, RAB7A, SBF2, SH3TC2,
TFG, TRIM2, TRPV4, TUBB3 y YARS. El estudio de mutaciones en el
gen HK1 se realizaba en casos con sospecha clinica.

En aquellos casos donde se identificd una variante patogénica o
probablemente patogénica, tras la firma de un consentimiento
informado y exploracion clinica y neurofisiologica se obtuvo muestra
de ADN de los familiares a riesgo para estudio de segregacion familiar.
Tras la identificacion de variantes de significado desconocido o
variantes noveles, se siguieron una serie de pasos para su evaluacion:

e Re-evaluar el fenotipo del paciente y valorar concordancia

clinica-molecular.

e Valorar si se trata de una variante publicada previamente en la

literatura.

e Valorar la frecuencia de dicha variante en la poblacion sin

CMT.

e Valorar los antecedentes familiares del caso indice y

corroborar si dicha variante segrega en la familia.

e En algunos casos, se comprobd las consecuencias estructurales

y funcionales de dicha variante en la proteina resultante.
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Siguiendo los criterios del Colegio Americano de Genética Medica
y Gendmica (ACMG) publicados en sus guias de consenso para la
interpretacion de variantes genéticas, nos referiremos a todos los
cambios genéticos identificados como “variantes” seguido del efecto
modificador que se considere en cada caso. Asi, las variantes
identificadas se clasificaron en: variantes probablemente benignas
(VPB), variantes benignas (VB), variantes probablemente patogénicas
(VPP), variantes patogénicas (VP) y variantes de significado
desconocido (VSD) [258].

3 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd con el paquete estadistico SPSS
version 25.0. El calculo de los intervalos de confianza al 95% se

realizo con el programa Epidat 4.2.

El analisis descriptivo se presentdé con parametros de media o
mediana, desviacion estandar (DS), maximo y minimo para las
variables cuantitativas. Las variables categdricas se expresaron en

numero absoluto y porcentaje.

Se realiz6 un analisis de normalidad de las distintas variables
mediante el test de Kolmogorov Smirnov con la correccién de

Lilliefors.
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La comparacion de variables se realizo con el test de 2 para
variables categoricas, el test T-student o ANOVA para las variables
cuantitativas con distribucion normal y con el test U de Mann-
Whitney o Kruskal Wallis para variables cuantitativas con distribucion

no normal.

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas

con p<0,05.

4 ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion de Santiago de Compostela-Lugo, con codigo de registro
2015/720 (Anexo 1V). El desarrollo del Proyecto se realizo respetando
la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial de 1964 y
ratificaciones de las asambleas siguientes (Tokio, Venecia, Hong Kong
y Sudafrica) sobre principios éticos para las investigaciones médicas en
seres humanos, la Orden SCO/256/2007, del 5 de febrero, por la que se
establecen los principios y las directrices detalladas de Buena Practica
Clinica y el Convenio relativo a los derechos humanos y la
biomedicina, hecho en Oviedo el 4 de abril de 1997 y sucesivas
actualizaciones. Los investigadores participantes en este estudio se
comprometieron a que todo dato clinico recogido de los sujetos a
estudio fuera separado de los datos de identificacion personal de modo

gue se aseguré el anonimato del paciente; respetando la Ley de
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Proteccion de Datos de Caracter Personal (Ley Orgéanica 15/1999, de 13
de diciembre), el RD 1720/2007 de 21 de diciembre, por el que se
aprueba el Reglamento de desarrollo de la Ley Orgénica 15/1999, la
Ley 41/2002, de 14 de noviembre (basica reguladora de la autonomia
del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y
documentacién clinica), asi como la Ley 3/2001, de 28 de mayo,
(reguladora del consentimiento informado y de la historia clinica de los
pacientes), la Ley 3/2005, de 7 de marzo, de modificacion de la Ley
3/2001 y el Decreto 29/2009 de 5 de febrero , por el que se regula el
acceso a la historia clinica electronica. Los datos clinicos de los
pacientes fueron recogidos por el investigador en el Cuaderno de
Recogida de Datos (CRD) especifico del estudio. Cada CRD esta
codificado, protegiendo la identidad del paciente. Solo el equipo
investigador y las autoridades sanitarias, que tienen deber de guardar la
confidencialidad, tuvieron acceso a todos los datos recogidos para el
estudio. So6lo se podré transmitir a terceros informacion que no pueda
ser identificada. Se respetaron los requisitos establecidos en la
legislacion espafiola en materia de investigacion, en concreto: la gestion
de las muestras se ajusté a las disposiciones de la Ley 14/2007, de 03 de
julio de Investigacion Biomédica en el RD 1301/2006, de 10 de
noviembre, que establece normas de calidad y seguridad para la
donacidn, recoleccion, evaluacion, procesamiento, preservacion,
almacenamiento y distribucion de células y tejidos humanos y se
aprueban las normas de coordinacién y funcionamiento para su uso en

seres humanos y RD 1716/2011, de 18 de noviembre, que establece los
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requisitos bdasicos para la autorizaciébn y funcionamiento de los
biobancos con fines de investigacion biomédica y el procesamiento de
muestras biologicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y
organizacion del Registro Nacional de Biobancos para la investigacion
biomédica. La cesion de los datos asociados a las muestras, a los
investigadores solicitantes, comunitarios (paises miembros de la Union
Europea) o extracomunitarios (no miembros), se efectué con caracter
general de forma andonima o disociada, es decir, solo se cedieron
muestras asociadas a datos genéricos, sin que se pudiese identificar por

medios razonables su identidad.

El proyecto incluye la caracterizacion fenotipica y genética. Los
datos para la caracterizacion fenotipica fueron obtenidos durante la
practica clinica habitual no siendo necesario realizar mas consultas de
las estrictamente necesarias para el seguimiento del paciente segin la
practica establecida. Los datos del analisis genético realizado en el
contexto asistencial para el diagnostico estan disponibles en la
Fundacion Publica Galega de Medicina Xenomica. Todos los pacientes
firmaron un consentimiento informado para la realizacion del estudio
genético. En aquellos familiares que asi se considerd6 o a peticion
propia, se les explico la naturaleza de la enfermedad y dieron su

consentimiento para llevar a cabo el analisis molecular.
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Resultados

1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

1.1 POBLACION CONCMT: EDAD, SEXOY FENOTIPO

En el periodo de 1993 a 2018 realizaron seguimiento clinico en
las diferentes areas sanitarias de la Comunidad Auténoma de Galicia
232 casos diagnosticados de CMT, correspondientes a 142 familias.

La distribucion por sexos fue similar entre hombres y mujeres. El
rango de edad de la poblacién con CMT se situd entre los 18 y los 86
afios, con una mediana de 50 [40.5-63] afios. La edad de las mujeres

fue superior que en los hombres (p=0.030) (Tabla 9).

TABLA 9. POBLACION CON CMT EN GALICIA: EDAD, SEXO

Sexo N % Edad (afios) Significacion
Mujer 121 52% 53 [42-65]
p=0.030
Hombre 111 48% 46 [38-59]

El porcentaje mas alto de casos con CMT se detecto en la franja
de edad comprendida entre la cuarta y la quinta década. En las
mujeres, el porcentaje mas elevado de casos de CMT se situd en el
grupo de edad entre los 40-59 afios; sin embargo, en los hombres el

porcentaje fue mas alto entre los 30-49 afios (Tabla 10).
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TABLA 10. CMT EN GALICIA POR GRUPOS DE EDAD

Edad (afos) Lo(t;:)l nU(J‘yf;' Hznz(ybo)re
<19 1 (0.5) - 1(1.0)
20 - 29 14 (6.0) 7 (6.0) 7 (6.0)
30-39 38 (16.0) 15 (12.0) 23 (21.0)
40 - 49 53 (23.0) 24 (20.0) 29 (26.0)
50 - 59 53 (23.0) 32 (26.0) 21 (19.0)
60 - 69 28 (12.0) 18 (15.0) 10 (9.0)
>70 38 (16.5) 23 (19.0) 15 (14.0)
Total 225 119 106

Durante el periodo de estudio, de los 232 casos con CMT en
seguimiento clinico, identificamos 141/232 casos de CMT
desmielinizante, 80/232 casos de CMT axonal, 6/232 casos
compatibles con un CMT intermedio y 5/232 casos en los cuales el
estudio ENMG no fue concluyente (CMT-NC) y por tanto no se pudo
realizar una correcta tipificacion neurofisioldgica (Tabla 11).

La edad de la poblacion con CMT axonal de 55 [45-68] afios fue
superior a la poblacion con CMT desmielinizante (p=0.004).

TABLA 11. FENOTIPOS DE CMT EN GALICIA

CMT N Edad (afios) Significacion
CMT D ielinizant 141 50 [37-60
esmielinizante [ ] p=0.004
CMT Axonal 80 55 [45-68] -0.015
CMT Intermedio 6 44.5 [40-47] S
CMT-NC 5 53 [42.5-63.5]
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Por grupos de edad, en CMT axonal observamos un porcentaje
mas alto de casos (N=47/80) por encima de los 40 afios (Tabla 12,

Figura 8).

TABLA 12. FENOTIPOS DE CMT POR GRUPOS DE EDAD (31/122018)

) Total oMt et cmT
Edad (afios) N (%) Desmielinizante = Axonal Intermedio
N (%) N (%) N (%)
<19 1 (0.5) 1(0.7) -
20 - 29 14 (6.0) 13 (9.2) 1(1.3)
30 -39 38 (16.0) 28 (20.0) 9 (11.3) 1(16.7)
40 - 49 53 (23.0) 27 (19.1) 19 (23.8) 5(83.3
50 - 59 53 (23.0) 35 (24.8) 18 (22.5) -
60 - 69 28 (12.0) 15(10.6) 11 (13.8)
>70 38 (16.5) 20 (14.2) 18 (22.5)
Total 225 139 76 6

FIGURA 8. CMT EN GALICIA: GRUPOS ETARIOS
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1.2 AREADE PROCEDENCIA

La practica totalidad de la muestra de pacientes con CMT
procedian de Galicia 0 sus ancestros méas préximos eran de origen
gallego. Tres casos procedian de otras comunidades y un caso de otro
pais (Madrid, Ledn, Vizcaya y Colombia), encontrandose censados en
la Comunidad Autonoma de Galicia en el momento del estudio. El
98% de la muestra fue de etnia caucésica y un 2% de etnia romani.

La mayor proporcion de pacientes con CMT estaba censada en la
provincia de Pontevedra (44%) y A Corufia (40%). En la tabla 13 se
enumeran los casos procedentes de cada provincia, asi como el

ndmero de familias.

TABLA 13. PROCEDENCIA DE LA POBLACION CON CMT

CMT CMT
Provincia N Familias Desmielinizante Axonal
N (familia) N (familia)
A Coruia 93 61 58 (37) 32 (21)
Lugo 21 12 8 (7) 12 (4)
Ourense 12 9 6 (4) 4 (3)
Pontevedra 102 56 67 (37) 31 (16)
Otros 4 4 2 (2) 1(1)

1.3 ATENCIONCLINICAEN LAS GGIDE GALICIA

Tal como mencionamos previamente, en Galicia la asistencia
sanitaria esta organizada en siete Estructuras de Gestion Integrada. Si

atendemos a este criterio, observamos que el Area Sanitaria de
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Santiago de Compostela y Barbanza realizo el seguimiento clinico del
41% de los casos de CMT (Figura 9).

N2 Casos

2.1

FIGURA 9. ATENCION CLIiNICA EN LAS GGI DE GALICIA
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2 CARACTERISTICAS CLINICAS
EDAD DE INICIO

En 151 casos se conocia la edad de los primeros sintomas de la

enfermedad referida por los pacientes. ElI rango de edad de los

primeros sintomas fue desde los primeros meses de vida hasta los 75

afios con una mediana de 20 [7-40] afos. No se observaron diferencias
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en la edad de aparicion de los primeros sintomas entre hombres (16
[6-40] afos) y mujeres (25 [8-40]) afios (p=0.395).

La edad de los primeros sintomas referidos por los pacientes con
CMT desmielinizante se situd en los 12 [5-38] afios; sin embargo, la
edad de inicio de la enfermedad en la poblacién con CMT axonal fue
mas tardia (32 [10.5-46.5] afios) (p=0.008) (Figura 10).

FIGURA 10. CMT EN GALICIA: EDAD DE COMIENZO
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2.2 TIEMPO DEEVOLUCION

El tiempo de evolucién de la enfermedad en la poblacion de CMT
en el momento de realizar este estudio fue de 23 [13-37] afios. El
tiempo de evolucion de los sintomas entre CMT desmielinizante (22
[14-37.5] afios) y CMT axonal (24 [12-37] afios) (p=0.831) no mostro
diferencias significativas.

En 95 familias se conocia el tiempo transcurrido entre el primer
sintoma referido por el probando hasta el diagnéstico. La latencia de

tiempo transcurrido fue de 10 [3-24] afios.

2.3 SINTOMAS Y SIGNOS DE CMT

Los principales sintomas referidos por los pacientes con CMT
fueron las dificultades motrices (el 78.3% referia dificultad para
caminar y el 76.8% inestabilidad o caidas frecuentes) y deformidades
esqueléticas (el 86.7% presentaba pie cavo). El dolor y/o las
parestesias en extremidades inferiores fueron los sintomas sensitivos
predominantes. La poblacion con CMT desmielinizante consulté mas
frecuentemente por pie cavo (p=0.000) o debilidad en las manos
(p=0.006) a diferencia de los casos con CMT axonal donde los
sintomas fueron mas heterogeneos. En la tabla 14 se resumen los

principales sintomas referidos por los pacientes con CMT.
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TABLA 14. SINTOMAS REFERIDOS POR LOS PACIENTES CON CMT

CMT CMT o
Global e Significacion
N=203 (%) Desmielinizante = Axonal (p<0.05)
- ° N=120 (%) N=73 (%) p=<®.
SRR 138 (68.0) 77 (64.2) 52 (71.2) 0.186
sensitivos
Extremidades g5 (39 4 47 (39.2) 29 (39.7) 0.563
superiores
SOCINEEGES e i 67 (55.8) 48 (65.7) 0.130
inferiores
Dolor 64 (31.5) 29 (24.2) 26 (35.6) 0.077
Dolory 29 (33.9 49 (40.8) 26 (35.6) 0.270
parestesias
Acorchamiento 33 (16.3) 6 (13.3) 17 (23.3) 0.059
Disautonomia 21 (10.3) 2 (10.0) 6 (8.2) 0.415
Tension arterial 5(2.5) 4 (3.3) 1(1.4) 0.359
Sudoracién 12 (5.9) 6 (5. ) 4 (5.5) 0.586
Gastrointestinal 2 (1.0) 1 (0. 1(1.4) 0.625
Otros 4 (2.0) 3 (2. ) 1(1.4) 0.498
Sintomas motores 181 (89.2) 110 (91.6) 61 (83.6) 0.070
FEIGIGE GO RS oy 88 (73.3) 49 (67%) 0.276
muscular
Pie caido 122 (60.1) 77 (64.2) 41 (56.2) 0.155
Piecavo 176 (86.7) 113 (94.2) 53 (72.6) 0.000
Dedos en martillo 126 (62.1) 81 (67.5) 39 (53.4) 0.071
LEallEECIE g g 70 (58.3) 28 (38.4) 0.006
manos
Pificultadpara 39 (19.) 17 (14.2) 18 (24.7) 0.064
evantarse
Dificultadpara .\ »g 5, 30 (25.0) 24 (32.9) 0.189
subir escaleras
Dificultad para ;59 75 3 95 (79.2) 55 (75.3) 0.338
caminar - Torpeza
Inestabilidad 156 (76.8) 94 (78.3) 53 (72.6) 0.238
Caidas 156 (76.8) 96 (80.0) 51 (69.8) 0.095
Calambres 139 (68.5) 84 (70.0) 46 (63.0) 0.215
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Otros datos relevantes identificados en la serie de pacientes con
CMT fueron: disfonia (N=4), sintomas de comienzo asimétrico (N=3)
o0 sindrome de piernas inquietas (N=2). Ademas, el temblor postural
de las manos fue un sintoma y signo frecuente, como se puede
observar en la tabla correspondiente a la exploracion fisica.

En la poblacion con CMT desmielinizante (N=120) se identifico
con mayor frecuencia amiotrofia de musculatura en extremidades
superiores (p=0.025), pie cavo (p=0.000), debilidad distal en
extremidades superiores (p=0.011) e hipo/arreflexia de extremidades
superiores y rotuliana (p=0.001, p=0.000). En la tabla 15 se resumen
los principales hallazgos de la exploracion fisica en poblacion con
CMT.

TABLA 15. SIGNOS IDENTIFICADOS EN CMT
CMT CMT

At Desmielinizante Axonal Significacion
N=203 (%) N=120 (%) NoT3 (%) (p<0.05)

Amiotrofia
EESS 97 (47.8) 64 (53.3) 27 (37.0) 0.025
EEIl 139 (68.5) 82 (68.3) 48 (65.8) 0.422
Fasciculaciones 7 (3.4) 2 (1.7) 5(6.8) 0.061
Pie cavo 176 (86.7) 113 (94.2) 53 (72.6) 0.000
&i‘ﬂi’ﬁlﬁ" 126 (62.1) 81 (67.5) 39 (53.4) 0.071
Mano en garra 18 (8.9) 13 (10.8) 4 (5.5) 0.162
Debilidad EESS 105 (51.7) 72 (60.0) 29 (39.7) 0.005
Z{;’;‘f;‘sg 10 (4.9) 6 (5.0) 4 (5.5) 0.011

Distal en EESS 95 (46.8) 66 (55) 25 (34.2)

Debilidad EEII 174 (85.7) 106 (88.3) 58 (79.5) 0.069
d1s|2;?)(e]r:ng:5ﬁ 35 (17.2) 14 (11.7) 18 (24.6) 0.006
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CMT omT CMT — significacién
N=203 (%) Desmielinizante Axonal (p<0.05)
- ° N=120 (%) N=73 (%) p<t.
Distal EEIl 139 (68.5) 92 (76.7) 40 (54.8)
Reflejos
musculares
Hipo/arreflexia 4, ¢ o) 88 (73.3) 37 (50.7) 0.001
EESS
Hipo/arreflexia 4) g9 7) 117 (97.5) 55 (75.3) 0.000
rotuliana
PR ATEIEE - o o0 5 119 (99.2) 69 (94.5) 0.067
aquilea
Piramidalismo 7 (3.4) 7 (9.6) 0.001
ZensllaliEe 56 (27.6) 33 (27.5) 21 (28.8) 0.505
EESS
Tactil/Algésica 16 (7.9) 7 (5.8) 8 (11.0)
: lVil:;ratoria 13 (6.4) 10 (8.3) 3 (4.1) 0.420
actil, algésica,
bt 27 (13.3) 16 (13.3) 9 (12.3)
Sesibilidad EEIl 133 (65.5) 79 (65.8) 47 (64.4) 0.449
Tactil/Algésica 22 (10.8) 11 (9.2) 9 (12.3)
Vibratoria 35 (17.2) 20 (16.7) 14 (19.2) 0.730
Tactil, algésica, '
Viboators 76 37.4) 48 (40) 24 (32.9)
Otros
Escoliosis 100 (49.2) 68 (56.7) 22 (30.1) 0.019
Hipoacusia 10 (4.9) 9 (7.5) - 0.023
Disfonia 4 (2.0) 1(0.8) 3 (4.1) 0.153
Temblor 65 (32.0) 36 (30) 23 (31.5) 0.490

2.4 GRAVEDAD CLINICA

La gravedad de la poblacion con CMT evaluada mediante la
escala CMTNS (N=120) fue moderada (11 [6-16]). En aquellos casos
en los que no fue posible evaluar la CMTNS, se estimé la escala
CMTES (N=60) con una media de 6 [3-11]. Ademas, valoramos la
escala funcional (FDS) y una escala simplificada basada en la
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necesidad o no de ayuda para deambular (N=203). Las formas
desmielinizantes fueron casos mas graves que la poblacién con formas
axonales (p=0.001) (Tabla 16, Figura 11).

TABLA 16. GRAVEDAD CLINICA DE CMT

CMT Significacion
Escala cMT Desmielinizante CMT Axonal (p<0.05)
i 12 [8.5-18] 7 [3-13]
CMTNS 11 [6-16] (N=61) (N=51) 0.001
i 6 [3-10] 8 [4-11]
CMTES 6 [3-11] (N=40) (N=18) 0.436
i 2 [1-3] 2 [1-3]
FDS 2 [1-3] (N=110) (N=73) 0.724
Gravedad N=203
clinica
Leve 76 39 32
Moderada 90 56 31 0.418
Grave 37 23 12
FIGURA 11. CMT EN GALICIA: GRAVEDAD
CMTNS CMT CMTNS en CMT1 CMTNS en CMT2

10% 15%
= Leve
Moderado
43% Grave
A 51%

Gravedad clinica CMT1

Gravedad clinica CMT Gravedad clinica CMT2
18% 20% 16%
= Leve = Leve = Leve
Moderada Moderada Moderada
Grave Grave Grave
41%
B — 47%

Figura A Escala CMTNS. Figura B Gravedad Clinica.
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La gravedad clinica mostré una relacion estadisticamente
significativa y directamente proporcional con el tiempo de evolucion
de la enfermedad (r=0.361, p=0.000). La gravedad clinica mostré una
relacion directamente proporcional con la edad de los pacientes
(r=0.076, p=0.417), e inversamente proporcional con la edad de inicio
de la enfermedad (r=-0.161, p=0.118), pero sin alcanzar significacion

estadistica.

2.5 PATRON DE HERENCIA

El patron de herencia predominante fue autosomico dominante
(N=134), seguido de aquellos casos esporadicos (N=69). La herencia
recesiva (N=13) y ligada a X (N=16) fueron menos frecuentes. El
69.6% de las formas AD fueron CMT desmielinizante (N=94/134) y
un 27.4% CMT axonal (N=37/134). El 61.5% de los casos de herencia
AR se correspondian con formas axonales (N=8/13) y un 38.5% CMT
desmielinizante (N=5/13). En los casos esporadicos el 55%
correspondian con CMT desmielinizante (N=38/69) y un 37.7% eran
CMT axonales (N=26/69) (Figura 12).
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FIGURA 12. CMT EN GALICIA: PATRON DE HERENCIA

Herencia AD Herencia AR

= CMT1

CMT2

CMTI

62% CMT-NC

Casos esporadicos Herencia Lig. X

13%
0%
= CMT1
CMT2
38% CMTI
CMT-NC

= CMT1
CMT2
CMTI
CMT-NC

62%

Las formas desmielinizantes mostraron un patrén de herencia
predominantemente autosdmico dominante (66.7%). En las formas
axonales, el patron de herencia fue heterogéneo; el 46% present6 una
herencia AD y un 42.5% fueron casos de herencia AR 0 casos
esporadicos (p=0.003) (Figura 13).
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FIGURA 13. PATRON DE HERENCIA SEGUN FENOTIPO CMT

CMT CMT1 CMT2

33%
= AD

AR
Lig.X
Esporadi

Esporadico

12%
10%

2.6 ESTUDIO DE CONDUCCION NERVIOSA

El estudio neurofisiologico junto con los datos clinicos permitio
clasificar de forma adecuada al 98% de la muestra (N=227). En el 2%
restante (N=5) el estudio ENMG no fue concluyente (Figura 14 y 15).

FIGURA 14. CMT EN GALICIA: PATRON ELECTROFISIOLOGICO

ESTUDIO ENMG EN CMT

3%

\2%

34%

= CMT Desmielinizante CMT Axonal CMT Intermedio CMT-NC
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FIGURA 15. CMT EN GALICIA: FENOTIPO ELECTRODIAGNOSTICO

Tipo de CMT
CMTX_Desmi CMTX Axonal
elinizante; 4 ;11

CMTL; 6

<

CMT4; 8

*» CMT1 = CMT4 = CMT2 = CMTI = CMTX Desmielinizante CMTX_Axonal

En aquellos casos en los que disponiamos de los valores de la
neurografia (N=147) fue posible establecer una clasificacion en
funcién de la VCNM de nervio mediano. EI ENMG detallado no

estaba disponible en todos los pacientes (Tabla 17, Figura 16).
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TABLA 17. VCNM SEGUN FENOTIPO DE CMT

CMT1 CMT4 CMT2 CMTI CMTX_F CMTX_M
7 129 8 69 6 9 8
REGISTRO ENMG DISPONIBLE (VCNM m/s)
N 75 6 54 5 4 3
VCNMM 41 44 27
(m/s) 22[1525]  18[10-24]  S5[4454]  [35% 43 [35.5.50] (;1;2 g)
<15 19 2 {fe
16-25 39 3 1
26-35 15 i - 1 2
36-45 1 1 19 5 1
> 45 iI° 33 - 2

CMTX_F: mujer, CMTX-M: hombre.
*Caso portador de una variante patogénica en el gen EGR2, siendo el probando de

la familia un caso desmielinizante.
**CMT2 con ausencia de respuesta en el nervio mediano.
***Paciente con VCNM de nervio mediano en rango intermedio y el resto del estudio

con hallazgos de neuropatia axonal.

FIGURA 16. CMT EN GALICIA: VCNMM

VCM en Nervio Mediano en diferentes formas clinicas de CMT

VCM Mediano (m/s)
o o
o
HIH
HIT

L& 8
T m

o s . a
CMT1 CMT2 CMT4 CMTI CMTX_F CMTX_M
Clasificacion CMT

CMT_F: mujer; CMTX_M: hombre
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3 PREVALENCIA DE CMT EN GALICIA

El dia 31 de diciembre de 2018 la poblacion adulta (> 18 afios)
censada en Galicia fue de 2.314.532 habitantes. La prevalencia de
CMT en poblacién adulta en Galicia fue de 10 casos/100.000
habitantes (N=225), con un intervalo de confianza del 95% de 6 a 15
cas0s/100.000 habitantes. La prevalencia de CMT desmielinizante
(N=139) en Galicia, fue el doble que para CMT axonal (N=76). En la
siguiente tabla se recoge la prevalencia estimada de CMT

desmielinizante y de CMT axonal (Tabla 18).

TABLA 18. PREVALENCIA DE CMT EN GALICIA A 31/12/2018

Prevalencia
Poblacién (casos/100.000
habitantes)

N° casos CMT
31/Dic/2018

Total 225 10 (6 - 15)
T 139 2.314.532 6 (3 - 10)
Desmielinizante
CMT Axonal 76 3(1-7)

La prevalencia mas elevada se observo en la franja de edad entre los

30-59 afos. En la tabla 19 se muestra la prevalencia por grupos de edad.

TABLA 19. PREVALENCIA POR GRUPOS ETARIOS

Prevalencia

o
Grupos de  N°casos CMT 5.1 ian  (casos/100.000 IC 95%

edad 31/dic./2018 habitantes)
<19 afos 1 41.923 2 0-13
20 - 29 14 236.844 6 3-10
30- 39 38 352.982 11 8-15
40 - 49 53 438.209 12 9-16
50 - 59 53 396383 13 10 - 17
60 - 69 28 340483 8 5-11
>70 38 507.708 8 6 - 11
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La prevalencia de CMT por grupos de edad y formas clinicas
también identific6 una prevalencia mas elevada de CMT
desmielinizante en edades mas precoces en comparacion con la
poblacion con CMT axonal, en donde la mayor prevalencia se situ6 a
partir de la franja de edad de los 50 afos.

FIGURA 17. PREVALENCIA DE CMT POR GRUPOS ETARIOS

et Total
CMT Desmiel linizan te

CMT Axonal

Prevalencia de CMT

</=19 20-29 30-39 40-49 50-59 60 - 69 >/=70

Grupos de edad de la poblacion con CMT

La provincia de Pontevedra con 12 casos/100.000 habitantes y A
Corufia con 10 casos/100.000 habitantes recogieron la prevalencia
mas elevada de CMT en la Comunidad Auténoma. En la tabla 20 se
muestra la prevalencia registrada de CMT en cada provincia.

TABLA 20. PREVALENCIA POR PROVINCIAS 31/12/2018

Provincia N® casos Poblacion Prevalenc1a.
CMT (casos/100.000 habitantes)
A Coruia 94 956.456 10 (8 - 12)
Lugo 21 291.276 7(4-11)
Ourense 13 272.417 4(2-38)
Pontevedra 97 794.383 12 (10-15)
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4 ESTUDIO MOLECULAR

El estudio molecular realizado en los 232 casos de CMT,
identificd alguna variante en el 83.2% de los casos (N=193),
correspondiente con 107 familias. En 35 familias no se identificd
ninguna variante en el analisis molecular. El 80.4% de las familias
presentd una variante patogénica (CMT1A 57%), VPP en el 9.3% y
VSD en el 10.3%. En la siguiente tabla se muestran los genes

identificados en el estudio molecular.

TABLA 21. ESTUDIO MOLECULAR DE CMT EN GALICIA

0,
Familias % del total de RN (N genéti(c::aasnisente
Genes afectadas ~ N=232 _ VP/VPP .
(N) CMT (N=232) (N=173) conf1rma<ios
(VP/VPP) (N=173)
PMP22 dup 59 99 42.7 99 57.2
GJB1 10 17 7.3 16 9.2
MPZ 8 21 9.1 12 6.9
MFN2 6 12 5.2 10 5.8
GDAP1 2 10 4.3 10 5.8
EGR2 2 5 2.2 5 2.9
BSCL2 1 5 2.2 5 2.9
HK1 3 5 2.2 5 2.9
NEFL 2 4 1.7 4 2.3
SH3TC2 3 3 1.3 2 1.2
PMP22* 2 2 0.9 2 1.2
MME 2 2 0.9 2 1.2
LITAF 2 2 0.9 1 0.6
FBLN5 1 2 0.9 -
GARS 1 1 0.4 - -
MORC2** 1 1 0.4 o 0.6
TRPV4 1 1 0.4
MTMR 1 1 0.4
NC*** 35 39 16.8

*PMP22: mutaciones puntuales; **MORC2: variante con indices de patogenicidad no
concluyentes (VSD/VPP); ***NC: no concluyente.
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La siguiente grafica muestra el nimero de familias con variantes

genéticas identificadas y el grado de patogenicidad.

FIGURA 18. PATOGENICIDAD DE LAS VARIANTES IDENTIFICADAS

59
VSD

VPP

1
3| 1 1 1 VP
0 TV = > o9 6 311!§|2'!1/6| > 7 57 L

S & & V& <§V N &P
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R Q

Variantes genéticas identificadas

N Familias afectas
w
o

En este grafico se representa el grado de patogenicidad de las variantes detectadas
en los diferentes genes de familias con CMT.

4.1 EVOLUCION DEL ESTUDIO MOLECULAR

El diagnostico molecular de CMT en Galicia presentd un
incremento progresivo en el nimero de genes identificados desde el
afio 1993. Del total de casos en los que se identificé alguna variante
(N=193) conocemos la fecha del diagnostico molecular en el 84.5%
de los casos (N=163). En la siguiente grafica observamos el numero

de genes identificados en los Gltimos 25 afios (Figura 19).
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FIGURA 19. CMT EN GALICIA: EVOLUCION DEL DIAGNOSTICO MOLECULAR
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El nimero de casos con alguna variante en el estudio molecular
hasta el afio 2006 fue escaso (N=9), fundamentalmente se trataba de
casos con duplicacion en PMP22. A partir del afio 2006 el
rendimiento del diagnostico molecular fue muy superior, destacando
el nimero de casos en los que se identificé alguna variante en el
estudio molecular en 2006 (N=11), en 2010 (N=33) y a partir del afio
2010 (N=88).

La duplicacion en el gen PMP22 fue la causa més frecuente de
CMT en la poblacion. Otros genes identificados en el estudio
molecular, con VP/VVPP representan el 42.8% como se describe en la
tabla 21. El analisis descriptivo del nimero de casos y familias con

VP/VPP durante el periodo de estudio muestra un mayor nimero de
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familias confirmadas genéticamente a partir del afio 2010 (N=28)
(Figura 20).

FIGURA 20. CMT EN GALICIA;: EVOLUCION DEL DIAGNOSTICO MOLECULAR DE
VP/VPP

N2 casos y familias identificados No CMT1A (VP/VPP)
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A continuacién, realizamos una descripcion de los hallazgos del
estudio molecular en funcion del fenotipo electrofisiologico de CMT:

4.2 ESTUDIO MOLECULARENCMT DESMIELINIZANTE

El 60.7% de la muestra con CMT presenta una forma
desmielinizante (N=141), pertenecientes a 87 familias. El 50.4%
fueron mujeres. La edad de la muestra, edad de inicio y tiempo de
evolucion de la enfermedad se describi6 en el capitulo de

caracteristicas demogréficas y clinicas.
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El estudio genealdgico identifico un 66.7% de casos con herencia
AD (N=94), un 27% de casos esporadicos (N=38), el 3.5% AR (N=5)
y un 2.8% ligado a X (N=4).

El estudio molecular resulté concluyente en 131 casos (VP/VVPP),
de los cuales la duplicacion en el gen PMP22 responsable de CMT1A
fue la causa mas frecuente de CMTL1 (75.6% de los casos genéticamente
confirmados) y en segundo lugar se encuentra CMT1B (9.2%).
Identificamos una Unica variante de significado desconocido en el gen
SH3TC2 (NM_024577.2:¢.3686A>T;NP_078853.2_p.Aspl1229Val).

TABLA 22. ESTUDIO MOLECULAR EN CMT DESMIELINIZANTE

% del Casos % casos
- CMT >
Genes Familias pocmielinizante o2l de con geneticamente
(N) (N=141) CMT1 VP/VPP confirmados
- (N=141) (N=131)  (VP/VPP) (N=131)
PMP22 59 99 70.2 99 75.6
dup
MPZ 6 12 8.5 12 9.2
HK1 3 5 3.5 5 3.8
EGR2 2 5 3.5 5 3.8
GJB1 3 4 2.8 4 3.1
NEFL 1 3 21 3 2.3
SH3TC2 3 3 2.1 2 1.5
LITAF 1 1 0.7 1 0.8
NC 9 9 6.4

4.3 ESTUDIO MOLECULAR EN CMT AXONAL

El 34.5% de la muestra son pacientes con una forma de CMT
axonal (N=80, el 57.5% de los casos fueron mujeres), pertenecientes a

45 familias. La edad de la muestra, edad de inicio y tiempo de
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evolucion se detallaron en el capitulo de caracteristicas demograficas
y clinicas.

El estudio genealdgico identifico un 46.3% de casos con herencia
AD (N=37), un 32.5% de casos esporadicos (N=26), el 11.3% ligado a
X (N=9) y un 10% AR (N=8).

TABLA 23. ESTUDIO MOLECULAR EN CMT AXONAL

Familias CMT2 % del total CMT2 con genz)ticcl:\;zente
Genes afe?:la;das (N=80) d(eN(igA(')l')Z \(/I\FI)Q\Z:ZF)’ confirmados
(VP/VPP) (N=38)
MFN2 6 12 15.0 10 26.3
GJB1 5 11 13.8 10 26.3
GDAP1 2 10 12.5 10 26.3
MPZ 2 9 11.3 -
BSCL2 1 5 6.3 5 12.8
MME 2 2 2.5 2 5.3
FBLN5 1 2 2.5
NEFL 1 1 1.3 1 2.6
GARS 1 1 1.3
TRPV4 1 1 1.3
MTMR 1 1 1.3
MORC2* 1 1 1.3 * *
NC 21 24 30.0

NC: no concluyente.
*MORC2: variante con indices de patogenicidad no concluyentes (VSD/VPP).

El estudio molecular resultd concluyente en 38 casos. El 92% de
las variantes patogénicas o probablemente patogénicas identificadas
en CMT2 se localizaron en los genes MFN2, GDAP1, GJB1y BSCL2.

En la poblacion con CMT?2 se identificaron 18 casos (10 familias)
con variantes de significado desconocido. En una de las variantes, en
el gen MORC2, el grado de patogenicidad no fue concluyente
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etiquetandose como variante de significado desconocido o
probablemente patogénica. En la tabla se enumeran las principales
variantes de significado incierto identificadas.

TABLA 24. CMT AXONAL: VSD IDENTIFICADAS
Familias CMT2

Gen afectadas (N) Variantes significado desconocido

FBLN5 1 2 NM_006329.3:c.1246A>G; p.ILE416VAL

GARS 1 1 NM_002047.2:¢c.1009C>T;p.Arg337

GJB1 1 1 NM_000166.5:¢.504C>T;NP_000157.1:C.168C
MFN2 2 2 NM_014874.3:¢.1643G>A;NP_055689.1:p.Gly548Glu
MPZ 2 9 NM_000530:c.G448T;NP_000521:p.V150L
MORC2 1 1 NM_014941.3:¢.268G>C;p.A90P

MTMR 1 1 NM_016156.5:c.1336G>A;p.G446L

TRPV4 1 1 NM_021625:¢.1378C>T;p.R460W

44 ESTUDIO MOLECULAR EN CMT INTERMEDIO

El 2.6% de la muestra son pacientes con una forma intermedia de
CMT (N=6, el 66.7% de los casos fueron varones), pertenecientes a 5
familias. La edad de inicio de la enfermedad oscil6 entre los 5y los 40
afios con una mediana de 27 [16-38] afios. La latencia transcurrida
desde el inicio de la enfermedad fue de 8 a 38 afios (14 [9.5-27] afios).

En el estudio genealdgico se identificaron 3 casos un patron de
herencia AD y 3 casos esporadicos.

En este caso el estudio molecular identifico sendas mutaciones
puntuales en el gen PMP22 consideradas variantes probablemente
patogeénicas (NM_000304:¢.392C>G:p.S131C, NM_000304.3:¢.469C>
T;NP_000295.1:p.R157W).
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TABLA 25. ESTUDIO MOLECULAR EN CMT INTERMEDIO

Familias % del CMTI con % casos CMTI
Genes afectadas CMTI total de VP/VPP g.enet1camente
N) (N=6)  CMTI (N=z)  confirmados (VP/VPP)
(N=6) (N=2)
PMP22_mut 2 2 33 2 100
NC 3 4 67 : i

NC: no concluyente.

45 ESTUDIO MOLECULARENCMT CON ENMG NO
CONCLUYENTE

En 5 familias (N=5 casos, el 60% varones) no disponemos de un
ENMG concluyente por lo que no pudimos realizar una clasificacion
neurofisiologica de estos pacientes. La edad de inicio de la neuropatia
se situo entre los 5 y los 45 (media de 21.7+20) afios, con una latencia
de tiempo transcurrido de 19 a 37 (28.3+9) afios.

El estudio genealdgico en estas 5 familias fue compatible con una
herencia AD (N=1), casos esporadicos (N=2) y un patron ligado a X
(N=2).

El estudio molecular identifico dos variantes en el gen GJB1 (VP
N=1, VPP N=1) y una tercera variante en el gen LITAF de significado

desconocido.

TABLA 26. ESTUDIO MOLECULAR CMT CON ENMG NC
% del % CMT-NC

Familias CMT-NC con (e
CMT-NC total de genéticamente
Genes afec,tf‘das (N=5)  CMT-NC VRVPP confirmados (VP/VPP)
(N) (N=5) (N=2) (N=2)
GJB1 2 2 40 2 100
NC 2 2 40 - -

NC: no concluyente.
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4.6 TIPOSDECMT IDENTIFICADOS EN GALICIA

En las tablas 27 y 28 clasificamos los diferentes fenotipos de
CMT identificados segun su patrén de herencia, velocidades de
conduccién nerviosa y hallazgos moleculares.

TABLA 27. FENOTIPOS DE CMT IDENTIFICADOS CON VP

TIPO GEN FRECUENCIA (N)
CMT DESMIELINIZANTE AUTOSOMICO DOMINANTE / ESPORADICO (CMT1)
CMT1A PMP22 99
CMT1B MPZ 12
CMT1C LITAF 1
CMT1D EGR2 5
CMT1F NEFL 3
CMT DESMIELINIZANTE AUTOSOMICO RECESIVO (CMT4)
CMT4C SH3TC2 2
CMT4D NRG1 0
CMT4G HK1 5
CMT2 AUTOSOMICO DOMINANTE / AR / ESPORADICO
CMT2A MFN2 10
CMT2D BSCL2 5
CMT2E NEFL 1
CMT2K GDAP1 10
CMT2T MME 2
CMT LIGADO A X
CMTX1 GJB1 16
CMT INTERMEDIO AD
CMTDI PMP22 2

TABLA 28. FENOTIPOS DE CMT IDENTIFICADOS CON VSD

TIPO GEN FRECUENCIA (N)
CMT DESMIELINIZANTE AUTOSOMICO DOMINANTE / ESPORADICO (CMT1)
CMT1C LITAF 1
CMT DESMIELINIZANTE AUTOSOMICO RECESIVO (CMT4)
CMT4C SH3TC2 1
CMT2 AUTOSOMICO DOMINANTE / ESPORADICO
CMT2A MFN2 2
CMT2C TRPV4 1
CMT2D GARS 1
CMT2I MPZ 9
CMT2Z MORC2 1
CMT LIGADO A X
CMTX1 GJB1 1
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4.7 RENDIMIENTO DIAGNOSTICO

El estudio molecular detect6é alguna variante en los genes
anteriormente mencionados en 193 casos. En el 89.2% (N=173) de los
casos, las variantes identificadas confirmaron un diagnostico
molecular de CMT, al ser consideradas patogénicas o probablemente
patogénicas.

El rendimiento diagndstico en las formas desmielinizantes fue
superior (VP/VPP N=131/141) que en las formas axonales (VP/VPP
N=38/80) (p=0.000).

FIGURA 21. FENOTIPO DE CMT: RENDIMIENTO DAGNOSTICO

CMT1 CMT?2

% ) = Genéticamente
o = Genéticamente confirmado

confirmado (VP/VPP) (VP/VPP)

53% No concluyente/VSD
No concluyente/VSD

Segun el patrén de herencia, en las formas de herencia AD fue
mas probable alcanzar el diagnostico molecular con un grado de VP o
VPP (N=119/135) frente a los casos esporadicos (N=32/69), casos de
herencia AR (N=7/13) o herencia ligada a X (N=4/15) (p=0.000).
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FIGURA 22. PATRON DE HERENCIA: RENDIMIENTO DIAGNOSTICO

CMT AD CMT AR
12%
= Genéticamente o = Genéticamente
confirmado (VP/VPP) 46% confirmado (VP/VPP)
No concluyente/VSD
No concluyente/VSD
CMT Esporadico CMT Ligado X

= Genéticamente = Genéticamente
confirmado confirmado
54% (VP/VPP) (VP/VPP)
0
No oncluyente/VSD No concluyente/VSD

La edad de inicio de la enfermedad se conocia en 151 casos. En
este caso, detectamos una VP o VPP en el estudio genético en 122
casos. El rendimiento diagnéstico de las formas de inicio infantil o
juvenil fue del 92.5%. No observamos diferencias significativas en el
rendimiento diagnostico en funcion de la edad de inicio de los

sintomas.
TABLA 29. EDAD DE INICIO: RENDIMIENTO DIAGNOSTICO
Genéticamente No concluyente Significacion
Edad inicio confirmado o Y g
o N (%) (p<0.05)
N (%)
Infantll/Jyveml (£20 62 (92.5) 5 (7.5)
afnos)
Adulto (21-45 afios) 27 (87.1) 4 (12.9) P=0.413
Tardio (> 45 afios) 19 (82.6) 4 (17.4)
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5 RELACION GENOTIPO - FENOTIPO

A continuacion, realizaremos una breve descripcién demogréfica,
clinica y ENMG de cada uno de los genes identificados en la
poblacion con CMT, deteniéndonos mas detalladamente en aquellas
familias consideradas clinicamente relevantes.

La gravedad clinica, patron de herencia y VCNM de nervio

mediano puede consultarse en las graficas correspondientes.

FIGURA 23. FENOTIPO DE CMT Y ESCALA FUNCIONAL (FDS)

ESCALA FUNCIONAL (FDS)

N2 Casos
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Representamos aquellos casos con VP/VPP y una familia con CMT2I con segregacion

clinica y genética.

176



Resultados

FIGURA 24. FENOTIPO DE CMT Y ESCALA CMTNS/CMTES

CMTNS/CMTES

N2 Casos

H Leve Moderado Grave

Representamos aquellos casos con VP/VPP y una familia con CMT2I con segregacion

clinica y genética.

FIGURA 25. FENOTIPO DE CMT Y GRAVEDAD CLINICA

GRAVEDAD CLINICA

N2 Casos
S
o

HLeve Moderada Grave

Representamos aquellos casos con VP/VPP y una familia con CMT2I con segregacion

clinica y genética.
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FIGURA 26. FENOTIPO DE CMT Y PATRON DE HERENCIA

PATRON DE HERENCIA DE CMT EN GALICIA

N2 Casos
w1
(=]

WAD AR Lig. X Esporadico

Representamos aquellos casos con VP/VPP y una familia con CMT2I con segregacion

clinica y genética.

FIGURA 27. FENOTIPO DE CMT Y VCNMM
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En esta grafica Unicamente aparecen reflejados aquellos casos con VP/VPP.
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51 CMTDESMIELINIZANTE AD (CMT1)

5.1.1 CMT1A: DUPLICACION DEL CROMOSOMA 17 Y
MUTACIONES PUNTUALES EN EL GEN PMP22

CMT1A represento el 57% de CMT en la poblacion y la causa
mas frecuente de CMT1 (75.6%). En 65 pacientes conociamos la edad
de comienzo de los sintomas. El 41.5% recordaba el comienzo de la
enfermedad durante la primera infancia (< 10 afios) y un 12% antes de
los 20 afos. En el 78% de los casos la herencia fue AD. La gravedad
clinica fue leve-moderada en la mayoria de casos. En 53 pacientes
disponiamos del registro ENMG, con VCNMM < 25 m/s (91%).

Identificamos dos casos con una mutacién puntual en PMP22. El
comienzo de la enfermedad fue en la edad adulta. La gravedad de la
enfermedad fue leve en ambos casos y las VCNM de nervio mediano

se situaron en rangos intermedio.

TABLA 30. CMT1A'Y MUTACIONES PUNTUALES EN PMP22

PMP22 duplicacién PMP22 mutacion puntual

N (Familia) 99 (59) 2 (2)
Sexo 50% hombres 100% hombres
Edad (afios) 49 [38-64] 47 (min. 47 - max. 48)
Edad de inicio (afios) 12 [5-35] 38 (min. 37 - max. 40)
Edad al diagnostico 41 [27-54] 45 (min. 44 - méx. 46)
(anos)
CMTNS 12 [9-18] 7 (min. 5 - 4x. 9)
Gravedad clinica* N=78 N=2

VCNM mediano (m/s) 20 [15-23] m/s 40 (min. 39 - max. 41)

*Ver grafica al inicio del capitulo
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CMT1A: FAMILIAS RELEVANTES

Identificamos una familia (F48) con una duplicacién en PMP22
clinicamente relevante por sus hallazgos clinicos y moleculares. El
probando (paciente 111.1) consulté durante la infancia precoz por un
retraso en la adquisicion de los hitos motores y desarrollo del
lenguaje. La exploracion neurolégica mostré rasgos dismorficos
menores, estrabismo convergente y leve hipotonia con arreflexia
generalizada. La marcha estaba conservada con pies en valgo por lo
que era preciso el uso de ortesis. Con el diagnostico sindromico de un
retraso global del desarrollo se solicitaron diversos estudios
complementarios. En la ENG se objetivd una polineuropatia
sensitivomotora desmielinizante, sin datos de denervacion aguda y
con un patron de reclutamiento EMG normal. En el genoma se
encontré una microduplicacion en el cromosoma 17p12 que afecta a
diversos genes, entre los que se encuentra PMP22 (COX10,
HS3ST3B1, TEK3). Los datos clinicos con el estudio molecular
permitieron confirmar el diagndstico de CMT1A asociado a un retraso
global del desarrollo. ElI caso 11.2 de 41 afios consultd tras el
diagnostico familiar. En la anamnesis relatd sensacion de hormigueo
en las manos y los pies de inicio en la juventud, ademas presentaba
temblor postural en ambas manos. En la familia, se habia
diagnosticado a su hijo de CMT1A (I11.1) y la madre (1.2) presentaba
un trastorno de la marcha con caidas frecuentes e hipoacusia. En la

exploracion neuroldgica se observo pie cavo bilateral, escoliosis e
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hipoacusia, debilidad distal en extremidades superiores, arreflexia
rotuliana y aquilea bilateral. La marcha estaba conservada con
dificultad para la marcha de talones. La gravedad clinica fue leve. La
ENG confirmé la presencia de una polineuropatia sensitivomotora
desmielizante. En el estudio genético se encontré una duplicacion en

el gen PMP22 compatible con el diagnéstico de CMT1A.

FIGURA 28. CMT1A: ARBOL GENEALOGICO F48

III.1

Familia portadora de una microduplicacion en el cromosoma 17p12 asociada a
CMTT1A (F48).

TABLA 31. CMT1A: HALLAZGOS ENMG F48

MEDIANO CUBITAL PERONEAL TIBIAL
CMAP LD VCNM CMAP LD VCNM CMAP LD VCNM CMAP LD VCNM
(mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s)
1.2 7 7.7 23 5.8 5.9 23 3.9 6.7 23 4.7 8.4 26
.1 0.8 5.2 34 0.3 4.4 28 0.2 6.1 27 6.8 0.9 29
CONDUCCION
SENSITIVA MEDIANO CUBITAL SURAL
Amplitud VCNS Amplitud VCNS Amplitud VCNS
(nV) (m/s) (1V) (m/s) (nV) (m/s)
1.2 6 16 5 19 2
.1 11 28 12 34 10 29
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MUTACION PUNTUAL EN PMP22: FAMILIAS
RELEVANTES

En el estudio molecular detectamos dos mutaciones puntuales en
el gen PMP22 asociadas con una polineuropatia sensitivomotora con
velocidades de conduccion nerviosa en el rango intermedio. A
continuacion, describimos ambos casos.

El paciente (I11.1) de la familia F58 consulté a los 43 afios por
dolor lancinante, sensacion de hormigueo en ambas extremidades
inferiores y fatiga muscular que comenz6 a los 37 afios tras una
cirugia de cadera. Referia antecedentes familiares de una
polineuropatia en su padre, de etiologia indeterminada (1.1). En la
exploracion neuroldgica observamos una amiotrofia del grupo
posterior de las piernas, pie cavo bilateral y dedos en martillo.
Presentaba debilidad para la flexion dorsal y plantar de ambos pies,
arreflexia rotuliana y aquilea e hipopalestesia en extremidades
inferiores hasta tobillos. La ENG demostr6 una polineuropatia
sensitivomotora con velocidades de conduccion nerviosa de nervio
mediano en rango intermedio. Todo ello conformaba una
polineuropatia con sintomas de grado leve. El estudio molecular
descartd en primer lugar una duplicacion en el gen PMP22. Un panel
de 37 genes relacionados con CMT detectd un cambio missense en
heterocigosis en el gen PMP22 (p.S131C), confirmando el diagndstico
etiologico de una polineuropatia hereditaria.
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FIGURA 29. MUTACION PMP22: ARBOL GENEALOGICO F58
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43y

Familia portadora de la variante p.S131C en el gen PMP22

La segunda mutacién puntual en PMP22 se encontr6 en un paciente
de 44 afios con antecedentes personales de lumbalgias recurrentes y un
episodio de paresia braquial idiopatica (F59). Sin antecedentes familiares
de polineuropatia. Consultd por dolor mixto, moderado a grave (EVA
8/10) en ambas extremidades inferiores. En la exploracion neurologica se
observo una leve escoliosis, pie cavo bilateral, retraccién aquilea con
arreflexia rotuliana y aquilea. Leve sensacion disestésica distal en las
cuatro extremidades, sin debilidad, de grado leve. La ENG mostrd una
polineuropatia sensitivomotora con velocidades de conduccion en rango
intermedio. En la EMG no se observaron datos de denervacion aguda y el
patron de reclutamiento fue neurogénico en mdusculos distales de
extremidades inferiores. El estudio etioldgico descartd causas adquiridas
de polineuropatia, asi como la presencia de duplicaciones o delecion en el
gen PMP22. Dada la presencia de pie cavo, completamos el estudio
genético mediante un panel de genes de CMT, el cual mostrd la variante
p.R157W en heterocigosis.
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TABLA 32. MUTACION PMP22: HALLAZGOS ENMG F58, F59

MEDIANO CUBITAL PERONEAL TIBIAL
CMAP LD  VNCM CMAP LD VCNM  CMAP LD VCNM  CMAP LD  VCNM
(mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s)

F58 11.1 5.1 7.1 39 6.1 5.2 36 3.5 7.5 30 NR NR NR
F59 8.5 3.3 40 10 3 44 3,5 4.7 31 11.5 4 29

CONDUCCION

SENSITIVA MEDIANO CUBITAL SURAL
Amplitud Amplitud Amplitud
VCNS (m/s VCNS (m/s VCNS (m/s
(V) M8 ) Mm/s) () (m=)
F58 II.1 5 37 4 44 NR NR
F59 8 36 12 39 7 33

5.12 CMTI1B: MUTACIONES EN EL GEN MPZ

CMT1B represento el 6.9% de CMT en la poblacion y la segunda
causa méas frecuente de CMTL1 (9.2%). La edad de comienzo de los
primeros sintomas fue ampliamente variable con un rango de los 2-57
afios. EI 75% mostr6 una herencia AD. La gravedad clinica fue leve-
moderada. Un 89% de los pacientes con CMT1B presentaba una
VVCNM de nervio mediano <35 m/s.

TABLA 33. CMT1B (MPZ): DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS

CMT1B CMT2I
N (Familia) 12 (6) 9(2)
Sexo 8 mujeres, 4 hombres 6 mujeres, 3 hombres
Edad (afios) 55 [50-70] 62 [52-70]
Edad de inicio (afios) 39 [21-46] 47 (min. 39 - max. 50)
Edad al diagnoéstico 44 [42-53] 58 [50-68]
CMTES 4 [2-6] 2 [0-3]
Gravedad clinica* N=10 N=9
VCNM mediano (m/s) 26 [18-28] m/s 43 [40-44] m/s
p-G93A, p.R98H, p.Y82C,
Estudio molecular  1172fs262 en el exdn 4, **p.V150L

*le162Metfs*89

*Ver grafica al inicio del capitulo
**|le162Metfs*89, **p.V150L: variantes de significado desconocido.
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CMT1B: FAMILIAS RELEVANTES

En la poblacion con CMT1B identificamos 6 familias con 5
variantes en el gen MPZ. Todas las variantes identificadas estaban
previamente descritas en la literatura, excepto la variante
NM_000530.7:c.486delC; NP_000521.2:p. llel62Metfs*89. El caso
indice (11.1, F80) portador de la variante previamente mencionada, fue
un varén que consultd a los 70 afios por dolor lumbar irradiado a
ambas extremidades inferiores. No reconoce antecedentes familiares
de interés. En la exploracion neuroldgica inicial Unicamente se
objetivd una arreflexia generalizada. El cuadro fue lentamente
progresivo, de forma que, a los pocos afios de evolucién, en la
exploraciéon neuroldgica de control se observd amiotrofia distal de
ambas manos con atrofia distal de las piernas. Fuerza conservada en
extremidades superiores con debilidad distal en ambos pies y
arreflexia generalizada. Hipopalestesia en las cuatro extremidades con
sensibilidad tactil y algésica conservadas. La marcha era inestable con
necesidad de apoyo de bastén. La ENMG objetivo una polineuropatia
sensitivomotora desmielinizante. El estudio de familiares en riesgo,
demostréd que su hija sin antecedentes personales conocidos y con
exploracién neurolégica normal, presentaba una polineuropatia
sensitivomotora desmielinizante en la ENG. El estudio genético
descart6 duplicaciones/deleciones en PMP22, encontrando la variante
Ile162Metfs*89 en el gen MPZ. Se estima que esta variante provoca
un cambio en el marco de lectura proteico a partir del codén 162

causando un desplazamiento del codon de parada.
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FIGURA 30. CMT1B (MPZ): ARBOL GENEALOGICO F80

I.1 1.2
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III.1

Familia portadora de la variante Ile162Metfs*89 en el gen MPZ (CMT1B)

TABLA 34. CMT1B (MPZ): HALLAZGOS ENMG F80

MEDIANO CUBITAL PERONEAL TIBIAL

CMAP LD VNCM CMAP LD VCNM CMAP LD VCNM CMAP LD VCNM

(mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s)
.1 5.3 4.2 40 ND ND ND 1.9 3.8 40 1.7 9.8 26
CONDUCCION

SENSITIVA MEDIANO CUBITAL SURAL
AMPLITUD VCNS AMPLITUD VCNS AMPLITUD VCNS
(Y] (m/s) (uv) (m/s) (1v) (m/s)
1.1 11.6 37 11.2 36 NR NR

5.1.3 CMTI1C: MUTACIONES EN EL GEN LITAF

CMT1C representa <1% de casos de CMT en Galicia.

TABLA 35. CMT1C (LITAF): DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS

CMT1C
N (Familia) 2 (2 familia)
Sexo Mujer
Edad 56 anos
Edad de inicio (afios) Infancia precoz
Edad al diagnéstico (afios) 47 anos
Herencia Esporadicos
CMTES 6
Gravedad clinica Leve
VCNM mediano (m/s) -
Estudio molecular p.G112S; *IVS2 C>T

*IVS2 C>T: variante de significado desconocido.
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5.14 CMT1D: MUTACIONES EN EL GEN EGR2

CMT1D fue responsable del 2.9% de CMT y del 3.8% de CMTL1 en
Galicia. Encontramos dos familias con variantes patogénicas en este gen.
Los primeros sintomas presentaron un rango de edad variable; mientras el
probando de la familia F-76 referia sus primeros sintomas en la infancia,

en la familia F-60 la enfermedad comenz6 en la edad adulta.

TABLA 36. CMT1D (EGR2): DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS

CMT1D
N (Familia) 5 (2 familias)
Sexo 3 mujeres, 2 hombres
Edad 54 [35-62]
Edad de inicio (afios) 25 [1-48]
Edad al diagnéstico (afios) 49 [24-55]
CMTES 6 [2-9]
Gravedad clinica* N=5
VCNM mediano (m/s) 33 [26-46] m/s
Estudio molecular R909W, R381C

*Ver grafica al inicio del capitulo

CMT1D: FAMILIAS RELEVANTES

La variante R381C se identificd en una mujer que consulté por
debilidad y sensacion de hormigueo en extremidades inferiores a la
edad de 56 afios de curso subagudo (F60). Entre los antecedentes
personales presentaba glaucoma, hipertension arterial, espondiloartrosis
y debilidad progresiva de extremidades superiores de larga evolucion,
no estudiada. Entre los antecedentes familiares unicamente destacar el
padre con pie cavo. En la exploracion neuroldgica se observd una
amiotrofia distal en ambas manos que afectaba a primer interdseo

dorsal, eminencia tenar e hipotenar con pie cavo bilateral. Arreflexia
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generalizada y debilidad para flexion de ambas caderas 4/5 con pie
caido bilateral (flexion dorsal 0/5, flexion plantar 3/5), debilidad para
maniobras de pinza 3/5, hipoestesia tactil distal en extremidades
inferiores con una marcha polineuritica. El estudio ENMG demostrd
una polineuropatia sensitivomotora desmielinizante con pérdida axonal
sobreafiadida. Se realizaron diversas pruebas complementarias, incluido
estudio de LCR donde se objetivo una disociacion albimino-citoldgica.
Tras completar el estudio, dado el inicio subagudo de los sintomas que
motivaron la consulta, presencia de sintomas sensitivos positivos y un
LCR patoldgico con el diagnéstico de una CIDP asociada a una
probable polineuropatia hereditaria subyacente, se inici0 tratamiento
con pautas mensuales de IG iv. La respuesta clinica fue favorable, con
resolucion de la debilidad proximal en extremidades inferiores y
resolucién de sintomas sensitivos positivos. Sin embargo, la debilidad
distal y el déficit sensitivo progreso. El estudio molecular, identifico un
cambio en heterocigosis en el exén 2 del gen EGR2. En el contexto
clinico de una polineuropatia hereditaria, se realizd un estudio de
portadores a familiares de primer grado (hijos), identificandose la
misma variante en uno de sus hijos, asintomatico en el momento del
estudio, pero con signos clinicos y ENMG de una polineuropatia. En la
exploracion se objetivd una arreflexia en extremidades inferiores sin
otras alteraciones. El estudio ENMG demostré una polineuropatia
sensitivomotora con VCNM de nervio mediano en rango intermedio y
el estudio molecular confirmé que el paciente era portador de la

variante encontrada en la familia.
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TABLA 37. CMT1D (EGR2): HALLAZGOS ENMG F60

MEDIANO CUBITAL PERONEAL TIBIAL
CMAP LD VNCM CMAP LD VCNM CMAP CMAP LD VCNM
(mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (mV) (ms) (m/s)
F60 4.3 6.3 31 0.4 6 23 0.6 NR NR NR
CONDUCCION
SENSITIVA MEDIANO CUBITAL SURAL
AMPLITUD VCNS AMPLITUD AMPLITUD VCNS
(V) (m/s) (1) (uv) (m/s)
F60 1.4 29 1.8 7.4 26

5.15 CMTI1F: MUTACIONES EN EL GEN NEFL

Las variantes en el gen NEFL representan un 2.3% de la

poblacion con CMT. Identificamos una familia con CMT1F con una
edad de inicio infantil y fenotipo grave de CMT. La variante axonal
encontrada en el gen NEFL fue una variante de significado
desconocido que si mostraba correlacion clinica, en la que no

disponemos de estudio de segregacion familiar.

TABLA 38. CMT1F (NEFL): DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS

CMT1F CMT2E
N (Familia) 3 (1 familia) 1 (1 familia)
Sexo 2 mujeres, 1 hombre 1 mujer
Edad (afios) 30 (min. 27 - max. 57) 74
Edad de inicio (afios) 13 (min. 5 - max. 15) 50
Edad al diagnéstico 35 i 15 _ ma. 45) 72
(afios)
Herencia AD Esporadico
CMTNS 27 (min. 22 - max. 33) 13
Gravedad clinica 2 grave, 1 moderado grave
VCNM mediano (m/s) 11 (min. 0 - max. 23) 51 m/s
Estudio molecular N97S p.G89P*

*p.G89P: variante de significado desconocido
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52 CMT DESMIELINIZANTE AR (CMT4)
521 CMT4G: MUTACIONES EN EL GEN HK1

Los casos con formas desmielinizantes de herencia AR fueron
poco frecuentes en nuestra serie. La mayoria estan asociados a
mutaciones fundadoras en el gen HK1, representando un 2.9% de la
poblacion de CMT y un 3.8% de CMT desmielinizante. Los primeros
sintomas aparecieron durante la infancia dando lugar a una neuropatia
de gravedad moderada. La VCNM de nervio mediano registrada fue <
25 m/s en el 60% de los casos.

TABLA 39. CMT4G (HK1): DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS

CMTA4G
N (Familia) 5 (3 familias)
Sexo 2 mujeres, 3 hombres
Edad (afios) 34 [25-50]
Edad de inicio (afios) 10 [6-13]
Edad al diagnéstico (afios) 26 [21-28]
CMTNS 18 [10-21]
Gravedad clinica 3 moderada, 2 grave
VCNM mediano (m/s) 18 [4-31] m/s

FIGURA 31. CMT4G (HK1): DEFORMIDADES ESQUELETICAS

En la figura observamos dna marcada amiotrofia del musculo primer interéseo y
eminencia tenar [A-B]. Pie cavo [C] en un paciente con CMT4G.
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5.2.2 CMT4C: MUTACIONES EN EL GEN SH3TC2

CMTA4C fue responsable de un 1% de la poblacion con CMT.
Identificamos tres familias con variantes en este gen. Todos los casos

fueron esporédicos al no existir antecedentes familiares conocidos.

TABLA 40. CMT4C (SH3TC2): DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS

CMT4C
N (Familia) 3 (3 familia)
Sexo 1 mujer, 2 hombres
Edad (afios) 38 (min. 31 - max. 47)
Edad de inicio (afios) 22 (min. 2 - max. 42)
e 40 (min. 35 - max. 45)
(afos)
CMTNS 17 8min. 13 - max. 21)
Gravedad clinica 1 leve, 1 grave
VCNM mediano (m/s) 16 (min. 13 - max. 20] m/s
Estudio molecular p-G310E, *P~A;?|2§32|2Val, P.Y943X-

*p.Asp1229Val: variante de significado desconocido.

53 CMT2AXONAL AD (CMT2)

531 CMT2A: MUTACIONES EN EL GEN MFN2

CMT2A fue una de las principales causas de CMT axonal.
Encontramos dos variantes de significado desconocido (dos familias)
y cuatro variantes patogenicas o probablemente patogénicas. El
comienzo de la enfermedad se situd en la segunda década de la vida,

causando una neuropatia leve-moderada en la mayoria de casos.
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TABLA 41. CMT2A (MFN2): DATOS DEMOGRAFICOS Y CLIiNICOS

N (Familia)

Sexo

Edad (afos)

Edad de inicio (afios)
Edad al diagnostico (afos)
CMTES

Gravedad clinica*®

VCNM mediano (m/s)

Estudio molecular

CMT2A
12 (6 familias)
6 mujeres, 6 hombres
51 [44-62]
18 [11-28]
41 [31-51]
4 [3-7]
N=11
56 [49-59] m/s
**p.Gly548Glu, **E713del-V705I, c475-
2A>G,GLN754AlafsX9, p.A280H,

*Ver grafica al inicio del capitulo
**p.Gly548Glu; **E713del-V705I: variante de significado desconocido

532 CMT2D: MUTACIONES EN EL GEN BSCL2

La variante S90L en el gen BSCL2 caus6 el 2.9% de CMT y un
12.8% de CMT2 en Galicia. Esta variante fue identificada en la
familia F95, en la cual encontramos un fenotipo clinico muy
heterogéneo. En total son seis familiares portadores de la variante
S90L, en los cuales la orientacion diagnostica se realizo por dos vias

(CMT vy paraparesia espastica). El rango de edad de los primeros

sintomas fue variable, desde los 8 a los 54 afios (16 [8-47] afios).
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FIGURA 32. CMT2D (BSCL2): ARBOL GENEALOGICO F95
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En esta familia el estudio molecular se orientd por dos vias. El
probando 111-5 fue incluido en un panel de paraparesia espastica tras
un panel de CMT negativo, mientras que el caso Il1-3 de un érea
sanitaria diferente fue incluido en el estudio de CMT.

La paciente 111.3 de 45 afios, consulté por un cuadro de dificultad
para la marcha y disestesias en ambos pies desde los 25 afios,
iniciando un seguimiento neuroldgico a los 30 afios. Entre los
antecedentes familiares, destacaban varios familiares (11.3) con pie
cavo y trastorno de la marcha con fenotipo de una neuropatia
hereditaria en estudio. En la exploracion observamos pie cavo,
debilidad para la flexion dorsal de ambos pies y en menor grado
debilidad para la flexion plantar, arreflexia en extremidades inferiores,
reflejo cutaneo-plantar extensor bilateral, sensibilidad normal con
dificultad para la marcha. La escala CMTES fue de 6. El estudio

ENMG objetivo datos de una neuropatia axonal de predominio motor,
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El estudio molecular mediante un panel de 8 genes (PMP22, MPZ,
GJB1, EGR2, LITAF, NEFL, GDAP1 y MFN2) resultd negativo.

La paciente 11.3 de 72 afios, consulté por torpeza para caminar y
caidas frecuentes desde los 54 afios. Entre sus antecedentes personales
destacaba una escoliosis y pie cavo. Al igual que mencionamos
previamente, existian varios familiares afectos de un trastorno para la
marcha en estudio en ese momento. La exploracion neuroldgica
mostraba una amiotrofia de eminencia tenar, pie cavo, escoliosis,
debilidad para maniobras de pinza y flexién dorsal de ambos pies,
arreflexia aquilea bilateral con reflejo cutaneo-plantar indiferente e
hipoestesia tactil y algésica distal en ambos pies con una marcha
espéstica. La escala CMTES fue de 9. El estudio ENMG evidencio
datos de una polineuropatia mixta de predominio motor. El estudio
molecular de CMTL1A habia detectado un estado de portador
heterocigoto en dos SNPs incluidos en el gen PMP22 (PMP4144 y
PMP1020) lo que llevé a realizar un diagnéstico erréneo de CMT1A
en esta paciente. Tras revisar la historia clinica y antecedentes
familiares con un fenotipo no compatible con CMT1A se decidio
completar el estudio molecular con un panel de CMT.

El paciente 111.5, de 40 afios en el momento de este estudio,
consulto en el servicio de Neurologia a los 19 afios de edad por un
cuadro de dificultad para la marcha y amiotrofia en extremidades,
lentamente progresivo que comenz6 a los 8 afios. Entre los

antecedentes personales destaca una cirugia de pie cavo. Los
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antecedentes familiares reflejaban que la madre presentaba sintomas
similares y varios familiares por via materna con un trastorno de la
marcha sin especificar. En la exploracion neurolégica se observo pie
cavo con dedos en martillo, patas de cigiiefia, amiotrofia en ambas
manos con mano simiesca, debilidad en ambas manos para maniobras
de pinza y flexion dorsal de ambos pies, hiperreflexia rotuliana y
arreflexia aquilea, con reflejo cutadneo-plantar extensor bilateral y
modalidades sensitivas normales. La marcha resultd polineuritica-
espastica con una gravedad clinica moderada (CMTNES fue de 13).
El estudio ENMG evidencié una polineuropatia sensitivomotora
axonal. Con la sospecha diagnéstica de una polineuropatia con signos
piramidales se realizé un estudio molecular de CMT, resultando
negativo.

La paciente 1.5 de 70 afos, sin antecedentes personales, fue
estudiada tras ser identificada por su hijo como caso afecto. La
paciente presentaba un trastorno de la marcha y amiotrofia de inicio en
la infancia. La exploracion neurolégica demostro amiotrofia en ambas
manos con fenotipo de mano simiesca, patas de cigiiefia y pie cavo
bilateral. Debilidad distal en ambas manos, debilidad de predominio
para la flexion dorsal de los pies con hiperreflexia en extremidades
superiores y rotuliana, arreflexia aquilea y reflejo cutaneo-plantar
extensor. La marcha resultaba polineuritica-espastica. La escala

CMTES fue de 10. En este caso, con un estudio de CMT negativo en
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su hijo, a continuacion, se procedio a realizar un estudio de

paraparesia espastica.

La paciente I11.1 de 42 afios, consulté a los 27 afios por un cuadro
de tropiezos frecuentes con dificultad para la marcha desde la infancia.
Entre los antecedentes familiares en ese momento destacaban dos
familiares diagnosticados de CMT (I11-3, 11-3), su padre en estudio por
un cuadro de paraparesia complicada (11-2) y otros familiares con un
trastorno de la marcha sin especificar (111-5, 11-5). En la exploracion se
observo pie cavo, debilidad para la flexion dorsal de ambos pies,
hiperreflexia generalizada con reflejo cutaneo-plantar extensor
bilateral. Las modalidades sensitivas eran normales y la marcha
resultaba dificultosa con un marcado “steppage”. La escala CMTES
fue de 3. EI ENMG evidencié una neuropatia axonal de predominio
motor. El estudio molecular permitio descartar una duplicacion en el
gen PMP22.

El paciente I1.2 consulto en Neurologia a los 54 afios por un
cuadro de dificultad para la marcha con atrofia muscular progresiva y
rigidez en ambas extremidades inferiores que comenzd a los 8 afios. A
partir de la segunda década de la vida asocié amiotrofia y debilidad en
las manos. En la exploracion neuroldgica mostraba amiotrofia de
eminencia tenar y en ambos cuadriceps con debilidad para maniobras
de pinza y una paraparesia espastica. Arreflexia en extremidades

superiores con hiperreflexia en extremidades inferiores, reflejo
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cutaneo-plantar extensor bilteral, con modalidades sensitivas
conservadas. La marcha era muy dificultosa con incapacidad para
realizar la marcha de talones. EI ENMG demostré una polineuropatia
sensitivomotora axonal. En este caso el estudio molecular, se orientd
hacia una paraparesia espastica complicada desde su inicio.

En esta familia, encontramos casos con un fenotipo de CMT (I1.3,
I11.3, 11.5) y otros casos con un fenotipo predominantemente de
paraparesia espastica (1.2, [111.1, 11.5). El estudio molecular
inicialmente habia detectado una variante en el gen PMP22, que fue
descartada al no correlacionarse el fenotipo clinico con un CMT1A.
Tras realizar un panel de 8 genes de CMT que también resultd
negativo y dada la presencia de piramidalismo en algunos casos y
varios familiares con un fenotipo de paraparesia espastica se decidid
orientar el diagndstico molecular a un panel de paraparesia. Este
estudio confirmé la presencia de la variante S90L en el exon 3 del gen
BSCL2 que si se correlacionaba con el fenotipo y mostraba

segregacion familiar.

TABLA 42. CMT2D (BSCL2): FAMILIA RELEVANTE

Primer Atrofia Debilidad

Caso Sexo Edad Inicio sintoma EESS/EENl  EESS/EEIl Sensibilidad Reflejos RCP CMTES
2 H 70 g UhEER 17| SISl Normal 0/3  Extensor ND
marcha
Hipoestesia
1.3 M 72 54 Inestabilidad SI/NO NI tactil- 2/0 Indiferente 9
algesica
[I85 M 70 8 Inestabilidad SI/SI SI/Sl Normal 3/0 Extensor 10
.1 M 43 <10  Tropiezos NO/NO NO/SI Normal 3/3 Extensor 3
Dificultad
m3 M 45 iy ERERY NO/NO NO/SI  Normal 2/0  Extensor 6
alteracion
sensitiva
1.5 H 40 g  Dificultad SI/SI SI/SI - Normal 2/0  Extensor 9

marcha
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TABLA 43. CMT2D (BSCL2): HALLAZGOS ENMG F95

MEDIANO CUBITAL PERONEAL TIBIAL
CMAP LD VNCM CMAP LD VCNM CMAP LD VCNM CMAP LD VCNM
(mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s)
1.1 4.1 4.8 63 ND ND ND 0.5 3.2 51 NR NR NR
1.5 0.7 5.9 27 0.4 3.5 33 2.8 2.8 47 0.1 6.2 32
CONDUCCION
SENSITIVA MEDIANO CUBITAL SURAL
AMPLITUD VCNS AMPLITUD VCNS AMPLITUD VCNS
(nV) (m/s) (uv) (m/s) (V) (m/s)
1.1 37 55 14.6 43 8.0 41
1.5 17 54 5.0 43 4.0 41

533 CMT2E: MUTACIONES EN EL GEN NEFL

La variante axonal identificada en el gen NEFL fue una variante
de significado desconocido que si mostraba correlacion clinica; sin

embargo, no disponemos de estudio de segregacion familiar.

TABLA 44. CMT2E (NEFL): DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS

CMT1F CMT2E
N (Familia) 3 (1 familia) 1 (1 familia)
Sexo 2 mujeres, 1 hombre 1 mujer
Edad (afios) 30 (min. 27 - max. 57) 74
Edad de inicio (afios) 13 (min. 5 - max. 15) 50
Edad al diagnostico 35 (i 15 - max. 45) 72
(afos)
Herencia AD Esporadico
CMTNS 27 (min. 22 - max. 33) 13
Gravedad clinica 2 grave, 1 moderado grave
VCNM mediano (m/s) 11 (min. 0 - max. 23) 51 m/s
Estudio molecular N97S p.G89pP*

*p.G89P: variante de significado desconocido
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5.34 CMT2l: MUTACIONES EN EL GEN MPZ

Identificamos la variante p.VV150L en el gen MPZ en dos casos
cuyo arbol genealdgico determind que pertenecen a la misma familia,
al demostrarse un ancestro comun. Esta variante no fue descrita hasta
el momento y presenta una baja frecuencia en la poblacion sin CMT.
En ambas familias la edad de inicio de los primeros sintomas fue en la
edad adulta.

TABLA 45. CMT2l (MPZ): DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS

CMT1B CMT2I
N (Familia) 12 (6) 9 (2)
Sexo 8 mujeres, 4 hombres 6 mujeres, 3 hombres
Edad (afios) 55 [50-70] 62 [52-70]
Edad de inicio (afios) 39 [21-46] 47 (min. 39 - max. 50)
Edad al diagnés:cico 44 [42-53] 58 [50-68]
(afnos)
CMTES 4 [2-6] 2 [0-3]
Gravedad clinica* N=10 N=9
VCNM mediano (m/s) 26 [18-28]1 m/s 43 [40-44] m/s
p.G93A, p.R98H, p.Y82C,
Estudio molecular  1172fs262 en el exdn 4, **p.V150L

**|le162Metfs*89
*Ver grafica al inicio del capitulo
**1le162Metfs*89, **p.V150L: variantes de significado desconocido.

CMT2I: FAMILIAS RELEVANTES

Detectamos dos casos con CMT2 con una variante en el gen MPZ
(p-V150L). El estudio de familiares a riesgo demostré que todos los
casos sintomaticos presentaban signos y/o sintomas clinicos y ENMG

de polineuropatia resultando ser portadores heterocigotos de dicha
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varainte. Ninguno de los casos asintomaticos presentd dicha variante.
El estudio genealdgico mostré que ambos casos tenian un ancestro
comun.

El caso indice (111.6) de 62 afios referia los primeros sintomas a
los 50 afos, cursando con dolor, acorchamiento e inestabilidad de la
marcha. La exploracion neurologica mostré pie cavo bilateral, dedos
en martillo, escoliosis, debilidad distal en extremidades superiores,
debilidad proximal y distal en extremidades inferiores y arreflexia.
Todas las modalidades sensitivas se encontraban alteradas en
extremidades inferiores. La marcha era inestable con necesidad de
apoyo de dos muletas para deambular, configurando un cuadro con
una gravedad moderada. La ENMG demostr6 una polineuropatia
sensitivomotora de predominio axonal en extremidades inferiores. El
estudio histologico de nervio sural mostré un marcado decremento de
las fibras mielinicas de mayor diametro en todos los fasciculos. El
estudio genético mediante NGS con un panel de 14 genes identifico la
variante  NM_000530(MPZ):c.G448T;NP_000521:p.V150L  en
heterocigosis. En el estudio de familiares en riesgo, encontramos que
todos los casos con sintomas o estudio ENMG patoldgico eran
portadores, mientras que en ninguno de los asintométicos se detectd
dicha variante. La paciente 11l.1 de 69 afios sin antecedentes
conocidos, se encontraba asintomética en el momento del estudio. La
exploracién neuroldgica Unicamente mostrd una arreflexia de

extremidades inferiores con una polineuropatia sensitivomotora en el
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estudio ENG. El caso I11.5 de 64 afios referia parestesias en las cuatro
extremidades con inestabilidad de la marcha de larga evolucion, por lo
que precisaba baston para deambular trayectos largos. En la
exploracion neuroldgica se observé pie cavo bilateral, dedos en
martillo, retraccion aquilea con leve amiotrofia de grupo anterior de la
pierna. La fuerza estaba conservada y la sensibilidad mostr6 una
hipoestesia tactil y algesia con patron en guante y calcetin con
hipopalestesia distal en extremidades inferiores. La ENMG evidencid
una polineuropatia sensitivomotora, de predominio sensitivo, de
caracter axonal. El paciente 111.7 de 57 afios se encontraba
asintomatico en el momento del estudio. La exploracién neuroldgica
demostrd pie cavo bilateral, arreflexia de extremidades inferiores y
una leve amiotrofia de grupo anterolateral de la pierna. La paciente
I11.8 de 55 afios, tampoco referia ningun sintoma durante la
anamnesis. En la exploracion neuroldgica se observo amiotrofia del
grupo anterior de la pierna, pie cavo bilateral, arreflexia en
extremidades inferiores y dificultad para la marcha de talones.

El segundo caso en la que identificamos la variante p.VV150L en
heterocigosis es un paciente (IV.2) de 43 afios que consultd por un
cuadro de dolor y hormigueos de inicio a los 39 afos. En la
exploracion neuroldgica se observo una leve amiotrofia de eminencia
tenar y primer interéseo dorsal con arreflexia generalizada. El resto de
la exploracion resultd6 normal. La ENMG evidencié una

polineuropatia con VCNM de nervio mediano en rango intermedio. Se
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realizd diagnostico diferencial no identificando ninguna etiologia
adquirida que justificase el cuadro clinico. El estudio genético
confirmd la presencia de la variante p.V150L en heterocigosis. El
estudio de familiares a riesgo, identifico 3 familiares portadores de
dicha variante. La paciente I11.10 de 75 afios diagnosticada de
fibromialgia por cuadro de dolor mixto de las cuatro extremidades de
larga evolucion. En la exploracién neuroldgica se objetivé arreflexia
de extremidades inferiores, pie plano con dedos en martillo, debilidad
para la flexion dorsal de los dedos de los pies y dificultad para la
marcha de talones y en tdindem. La ENMG confirmo la presencia de
una polineuropatia sensitivomotora con VNMM en rango intermedio.
El caso I11.11 de 71 afos presentaba dolor de caracteristicas
neuropaticas en extremidades inferiores de larga evolucion y
calambres frecuentes. La exploracion revelé arreflexia de
extremidades inferiores, hipoestesia tactil y algésica en las cuatro
extremidades con dificultad para la marcha en tandem. Por ultimo, el
caso 1V.3 de 49 afios se encontraba asintomatico. En la exploracion
neuroldgica se encontro un pie cavo, amiotrofia de grupo anterolateral

de las piernas y arreflexia de extremidades inferiores.
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FIGURA 33. CMT2l (MPZ): ARBOL GENEALOGICO F85
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TABLA 46. CMT2I (MPZ): FAMILIAS RELEVANTES

EDAD ATROFIA DEBILIDAD SENSIBILI REFLEJOS CMTES/CMT

SEXO EDAD INICIO EESS/EEI EESS/EEI DAD EESS/EEI NS
.1 M 69 Asint. No No/No Normal 1/0 1
.5 H 64 NS/NC No/Si No/No Reducida 2/0 7
l.6* M 62 50 No/No Si/Si Normal 1/0 19
.7 H 57 Asint. No/Si No/No Reducida 1/0 0
1.8 M 55 Asint. No/Si No/No Normal 2/0 0
.10 M 75 Asint. No/No No/Si Normal 1/0 3
.11 M 71 Asint. No/No No/No Reducida 2/1 2
Iv.2* H 43 39 Si/No No/No Normal 0/0 2
V.3 M 49 Asint. No/Si No/No Normal 1/0 0
TABLA 47. CMT2I (MPZ): HALLAZGOS ENMG F85
MEDIANO CUBITAL PERONEAL TIBIAL
CMAP LD VNCM  CMAP LD VCNM  CMAP LD VCNM  CMAP LD VCNM
(mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s)
1.1 6.5 5.7 43 8.6 3.0 53 3.6 4.2 37 7.5 4.5 42
1.5 7.6 4.7 40 7.1 3.4 48 3.7 2.8 31 5.0 4.5 35
1. 6* 10 4.6 44 10.0 3.0 43 1.3 5.3 35 2.6 5.4 33
.7 9.5 3.7 43 11.5 3.4 45 4.4 5.7 36 4.6 4.9 38
1.8 10 4.0 39 8.6 3.7 41 2.0 4.5 31 10.0 4.5 33
.10 5.7 3.0 Zyl 5.0 3.0 41 3.0 3.6 37 1.0 8.0 35
.11 9.8 4.0 45 10.4 2.6 48 3.2 4.2 41 4.5 5.5 44
Iv.2* 12 3.6 44 8.0 3.0 45 7.0 3.0 36 15.0 5.0 38
V.3 10 3.5 4 9.0 2.0 46 3.0 5.0 38 11.0 5.0 38
CONDUCCION
SENSITIVA MEDIANO CUBITAL SURAL
AMPLITUD VCNS AMPLITUD VCNS AMPLITUD VCNS
(®v) (m/s) V) (m/s) (V) (m/s)
1.1 4.0 7 6.0 41 NR NR
1.5 NR NR NR NR NR NR
l.6* NR NR NR NR NR NR
1.7 12.0 38 10.0 35 24.0 31
1.8 15.0 33 4.0 37 19.0 37
11.10 9.0 37 11.0 35 NR NR
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.11 16.0 43 12.0 39 14.0 39
Iv.2* 12.0 45 20.0 40 10.0 35
V.3 37.0 38 29.0 45 27.0 39

535 CMT2K: MUTACIONES EN EL GEN GDAP1

CMT2K fue una de las principales causas de CMT2 (26.3%) en
Galicia. Encontramos dos familias con la variante p.R226del con 10
familiares portadores de dicha variante. El rango de edad de inicio de
los sintomas fue desde los 9 a los 60 afios, con una gravedad clinica
leve (N=7/10) o moderada (N=3/10).

TABLA 48. CMT2K (GDAP1): DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS

CMT2K
N (Familia) 10 (2 familias)
Sexo 8 mujeres, 2 hombres
Edad (afios) 52 [45-80]
Edad de inicio (afos) 37 [10-52]
Edad al diagnéstico (afios) 44 [29-71]
Herencia AD
CMTNS 1[0-13]
Gravedad clinica* N=10
VCNM mediano 56 [50-61] m/s
Estudio molecular p.R226del

*Ver grafica al inicio del capitulo

CMT2K: FAMILIAS CLINICAMENTE RELEVANTES

Identificamos dos familias procedentes de dos areas sanitarias
diferentes en la Comunidad Autonoma de Galicia, sin ancestros
comunes, portadoras de la mutacion p.R226del en el exén 5 del gen
GDAP1.

En la valoracion neurolégica incluimos una anamnesis detallada
sobre los antecedentes personales y familiares, historia clinica,

exploracién fisica, estudio neurofisioldgico e hitologico. Realizamos
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un arbol genealogico de cada familia (familia A y B), que nos
permitio identificar el mayor numero posible de familiares en riesgo
(A-11:1, A-11:2, A-11:3, A-lTEL, A-HHE:2; B-I:1, B-I1:2, B-11:3, B-I1:4,
B-1I:5, B-11:6 y B-IlI:1). El grado de discapacidad fue valorado
mediante la escala CMTNS (leve <10, moderado 11-20, grave 21-36).
El estudio hisotologico mediante biopsia de nervio sural se realizd en
el caso indice B-11:2.

La edad de inici6 de la enfermedad, en el caso indice de cada una
de las familias (paciente A-111:1 y B-11:2), fue en la infancia. En
ambos casos, los sintomas de inicio fueron la atrofia muscular, pies
cavos, inestabilidad de la marcha y debilidad en extremidades
inferiores. La exploracion neurolégica realizada en la tercera década
de la vida mostro una debilidad en extremidades superiores e
inferiores (proximal y distal en el caso A-I11:1y sélo distal en el caso
B-11:2), arreflexia generalizada, atrofia de muasculo peroneo vy
musculatura intrinsica de las manos, hipoestesia distal en las cuatro
extremidades y un temblor postural de ambas manos. El grado de
discapacidad evaluado mediante la escala CMTNS fue leve-moderado.

El paciente A-11:1 fue valorado a los 74 afios de edad. En ese
momento, como antecedentes personales presentaba un cuadro de
artrosis y una enfermedad cerebrovascular de pequefio vaso. El
paciente referia un comienzo de los sintomas a los 50 afios con
calambres, parestesias y debilidad de extremidades inferiores. Sin

embargo, desde los 25 afios ya presentaba una leve inestabilidad de la
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marcha, por lo que la duracidon de la enfermedad posiblemente era mas
prolongada. En la exploracién neurolégica se observd debilidad
proximal en extremidades superiores, debilidad distal en extremidades
inferiores, arreflexia, atrofia peroneal y aboliciébn de todas las
modalidades sensitivas con una ataxia sensitiva. La escala CMTNS
mostré una discapacidad grave.

El paciente A-11:3 fue evaluado a los 72 afos. En la anamnesis el
paciente Unicamente referia calambres en extremidades inferiores, sin
embargo, durante la exploracion neurolégica observamos atrofia de
musculatura intrinsica de ambas manos con atrofia distal en
extremidades inferiores, leve debilidad para la flexion dorsal de los
pies con arreflexia.

Los pacientes B-11:3 y B-11:4 de 45 y 43 afios respectivamente,
presentaban como Unico antecedente una escoliosis desde la infancia.
Los sintomas referidos por ambos pacientes eran muy leves,
consistentes en parestesias y calambres en extremidades inferiores, asi
como, un temblor postural de ambas manos desde los 30 afios en el
caso B-1I:4. En la exploracion neuroldgica observamos una leve
debilidad para la flexion dorsal de los dedos de ambos pies con
arreflexia en extremidades inferiores. La neurografia sensitiva en
extremidades inferiores estaba alterada en ambos casos.

En ambas familias, identificamos cuatro familiares en riesgo

asintomaticos (A-I11:2, B-I:1, B-1I:6 y B-Ill:1); sin embargo, la
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exploracién neuroldgica y el ENG estaban alterados. El paciente B-

I1:5 no referia sintomas y su exploracion neurolégica fue normal.

TABLA 49. CMT2K (GDAP1): FAMILIAS RELEVANTES

Caso  Sexo Eglad Inicio I?rimer Atrofia Debilidad Sensibilidad Reflejos CMTNS
(afos)  (afos) sintoma EESS/EEIl  EESS/EEII EESS/EEI EESS/EEI

A-11:1 H 74 50 Debilidad EEIl No/Si Si/Si Reducida/Reducida 1/0 21/36
A-11:3 M 72 72 Calambres Si/Si No/Si Normal/Normal 0/0

A-ll1:1* M 41 9 Debilidad EEIl No/Si Si/Si Reducida/Reducida 0/0 17/36
A-l11:2 M 40 NA Asintomatico No/No No/No Normal/Normal 0/0

B-l:1 H 71 NA Asintomatico No/No No/No Normal/Normal 2/0 2/36
B-I:2* M 49 Infancia degﬁ:gséaE’E” Si/si Si/Si  Reducida/Reducida  1/0 8/36
B-11:3 M 45 40 Parestesias EESS ~ No/No No/Si Normal/Normal 2/0 2/36
B-11:4 M 43 39 Parestesias No/No No/Si Normal/Normal 2/0 2/36
B-11:6 M 29 NA Asintomatico No/No No/No Normal/Normal 2/0 0/36
B-111:1 M 23 NA Asintomatico No/No No/No Normal/Normal 2/2 0/36

Caso indice (*). H: hombre. M: mujer. NA: no aplica. EESS: extremidades
superiores. EEll: extremidades inferiores. Reflejos musculares (0 arreflexia, 1
hiporeflexia, 2 normal).

En el estudio ENG observamos una neuropatia sensitivo
motora axonal en cuatro pacientes (A-ll:1, A-lll:1, B-1:1, B-11:2) y
una neuropatia sensitiva axonal que afectaba predominantemente a las
extremidades inferiores en casos paucisintomaticos o asintomaticos
(B-11:3, B-1I:4, B-1I:6, B-IlI:1). En cuatro casos observamos una
reduccién en el CMAP de nervio tibial y peroneal, mientras que sélo
en un caso observamos reduccion del CMAP en nervio mediano. La
neurografia sensitiva de nervio mediano fue normal en la mayoria de
los pacientes, sin embargo, la amplitud del potencial sensitivo de
nervio sural estaba alterada. En la electromiografia de aguja
observamos ondas positivas y fibrilaciones con un trazado

neurogénico crénico en extremidades inferiores.
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TABLA 50. CMT2K (GDAP1): HALLAZGOS ENMG

MEDIANO PERONEAL TIBIAL
CMAP LD VCNM CMAP LD VCNM CMAP LD VCNM
(mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s)
A-1I:1 8.9 3.6 48 3.1 6.0 38.7 0.6 7.3 37.8
A-1I:3 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
A-ll:1* 6.1 3.5 50 1.78 3.3 54 NR NR NR
A-ll1:2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
B-1:1 4.5 4.3 53 1.6 3.7 42 1.9 3.6 45
B-11:2* 6.8 3.8 51 1.3 5.1 48 0.66 5.5 36
B-II:3 12.3 2.8 59 6.05 3.7 48 13.8 3.5 51
B-11:4 16.1 2.4 61 6.2 2.8 52 14.6 2.7 51
B-11:6 12.2 2.6 61 11.5 3.0 61 12.2 2.4 53
B-1II:1 6.6 3.5 61 5.15 4.1 57 12.9 4.5 41
CONDUCCION
SENSITIVA MEDIANO SURAL
AMPLITUD VCNS AMPLITUD VCNS
(V) (m/s) (1Y) (m/s)
A-ll:1 NR NR NR NR
A-11:3 ND ND ND ND
A-ll:1* 4.15 40 NR NR
A-111:2 ND ND ND ND
B-I:1 14.9 43 NR NR
B-Il:2* 14.1 51 NR NR
B-11:3 22.5 48 NR NR
B-II:4 14.9 56 4.6 49
B-1l:6 31.7 52 NR NR
B-lI:1 32.6 52 3.9 47

ND: no disponible. NR: sin respuesta.

El andlisis molecular realizado en los pacientes A-111:1 y B-
I1:2, mediante secuenciacion de los exones codificantes en los genes
PMP22, MPZ, GJB1, EGR2, GDAP1, LITAF, NEFL, MFN2, HSPB1,
HSPB8 y RAB7 demostr6é una delecién de tres nucleétidos (GAA) en
heterocigosis, en el exén 5 del gen GDAP1. Esta delecion conlleva
una pérdida de arginina en posicion 226
(NM_018972.2:c.677_679del; NP_061845:p.R226del). En los
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familiares a riesgo (A-I1:1, A-11:2, A-11:3, A-111:2, B-I:1, B-1I:3, B-
I1:4, B-11:5, B-11:6 y B-111:1) realizamos un analisis directo del exén 5
del gen GDAP1, confirmandose la presencia de dicha variante en
varios familiares. Con el objetivo de valorar el posible significado
patogénico de la variante Arg226del se comprob6 que esta variante no
se habia identificado en ninguna base de datos de mutaciones ni
registro de variantes genéticas poblacionales; no se identificd en
ninguno de los 365 cromosomas analizados en la poblacion espafiola
sin neuropatia. El analisis de microsatélites incluidos en la region de
GDAPL1 identifico un haplotipo comun compartido por todos los
portadores de la variante en estudio y ausente en los no portadores (B-
11:5) lo que nos indica un efecto fundador. No se identificaron otras

variantes en los genes analizados.
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FIGURA 34. CMT2K (GDAP1): ELECTROFEROGRAMAS
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En la figura 34 (A y B) se representa la variante identificada en el gen GDAP1: se

trata de una delecion de tres nucleotidos (GAA) en el exon 5 del gen, lo que
provoca la ausencia de una arginina en la secuencia proteica.
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FIGURA 35. CMT2K (GDAP1): ARBOL GENEALOGICO FAMILIA A
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En el paciente B-I1:2 realizamos una biopsia de nervio sural. El
estudio histolégico demostré una reduccion en la densidad de fibras
mielinicas con una pérdida predominante de las fibras de mayor
didmetro y signos de degeneracion axonal. No se observaron signos de
desmielinizacion, remielinizacion ni bulbos de cebolla. En el estudio de
microscopia electrénica no se observo ninguna alteracion relevante en
la morfologia mitocondrial. Para determinar el efecto patogénico de la
mutacion identificada sobre la dinamica mitocondrial, se introdujo la
mutacion GDAP1-Arg226del en células HelLa. Los cambios en la
morfologia mitocondrial se clasificaron en cinco patrones (agregado
tubular, mixto, vesicular y fragmentado) en funcién de la distribucion a
nivel celular. Observamos como la proteina TOM20 (de la membrana
exterior de la mitocondria) y GDAP1 colocalizan, y como las células
con el alelo mutado presentan un patron menos fragmentado y mas
agregado, sugiriendo que hay una fisién defectuosa. Estos hallazgos son
concordantes con lo descrito previamente en la literatura para

mutaciones axonales dominantes en el gen GDAPL.

FIGURA 37. CMT2K (GDAP1): BIOPSIA DE NERVIO SURAL
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En la figura 37 observamos una reduccion en la densidad de fibras mielinicas con
una pérdida predominante de las fibras de mayor diametro (A), con la presencia de
Bandas de Blinger (B).
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FIGURA 38. CMT2K: CARACTERIZACION DE LA VARIANTE GDAP1-Arg22édel

TOM20 GDAP1-HA merge

Tras incluir la variante Arg226del en células Hela, observamos cambios en la
morfologia mitocondrial. En las células con el alelo mutado las mitocondrias
presentan un patron menos fragmentado y mas agregado, sugiriendo que hay una
fision defectuosa.

GDAP1
salvaje

GDAP1-
Arg226de
l

La identificacion de la variante Arg226del en el gen GDAP1 fue
publicada en el afio 2017 en la revista Neuromuscular Disorders con el
siguiente titulo:

Titulo: “Phenotypical features of a new dominant GDAP1
pathogenic variant (p.R226del) in axonal Charcot-Marie-Tooth disease”.

Autores: Garcia-Sobrino T, Blanco-Arias P, Palau F, Espinds C,
Ramirez L, Estela A, San Millan B, Arias M, Sobrido MJ, Pardo J.

Revista: Neuromuscul Disorders 2017;27:667-672.

DOI: 10.1016/j.nmd.2017.01.008.

PMID: 28236508.

ISSN: 0960-8966.

elSSN: 1873-2364.
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Ademas, en ese mismo arfio, realizamos un estudio multicentrico
nacional, cuyo objetivo fue describir la relacion genotipo-fenotipo de
las diferentes mutaciones en el gen GDAPL identificadas en Espafa.
La publicacion derivada de este estudio se incluye al final de esta tesis
en el anexo II:

Titulo: “Distribution and genotype-phenotype correlation
of GDAP1 mutations in Spain”.

Autores: Sivera R, Frasquet M, Lupo V, Garcia-Sobrino T,
Blanco-Arias P, Pardo J, Fernandez-Torron R, de Munain AL,
Marquez-Infante C, Villarreal L, Carbonell P, Rojas-Garcia R,
Segovia S, Illa I, Frongia AL, Nascimento A, Ortez C, Garcia-Romero
MDM, Pascual SI, Pelayo-Negro AL, Berciano J, Guerrero A,
Casasnovas C, Camacho A, Esteban J, Chumillas MJ, Barreiro M,
Diaz C, Palau F, Vilchez JJ, Espinds C, Sevilla T.

Revista: Scientific Reports 2017;7(1):6677.

DOI: 10.1038/s41598-017-06894-6.
PMID: 28751717.
ISSN: 2045-2322.
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5.3.6 CMT2Z: MUTACIONES EN EL GEN MORC?2

En Galicia identificamos una Unica variante en el gen MORC2
con un indice de patogenicidad no concluyente. El caso indice es un
hombre de 77 afios con un comienzo de la enfermedad en la 5% década
de la vida. El paciente relata un cuadro de torpeza para la marcha
desde la infancia con caidas frecuentes motivo por el que usé
plantillas hasta la juventud. Refiere estabilidad clinica con una
capacidad funcional sin limitaciones desde la segunda hasta la quinta
década cuando aprecia déficit motor progresivo. A partir de los 50
afos aprecia dificultad para la marcha con mayor torpeza en
extremidad inferior izquierda, dificultad para subir escaleras o
incorporarse de un asiento, tropiezos frecuentes, calambres vy
sensacion de acorchamiento en ambos pies. En la exploracion
neuroldgica observamos amiotrofia de eminencia tenar con pie cavo y
dedos en martillo. Debilidad para maniobras de pinza izquierda (4/5),
debilidad 4/5 para flexion de ambas caderas, hiporreflexia en
extremidades superiores y arreflexia en extremidades inferiores. La
sensibilidad vibratoria estaba ausente en extremidades inferiores con
leve alteracion de la propiocepcion. La marcha era inestable con
incapacidad para la marcha de talones, por lo que requiere de un
baston. Ademas, se observd un temblor postural en ambas manos;
todo ello configuraba una neuropatia de gravedad moderada (CMTNS
15). La ENMG demostré una polineuropatia sensitivomotora axonal,

de predominio motor y con mayor afectacion de extremidades
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inferiores, con la presencia de denervacion activa y un trazado
neurogénico en la electromiografia de aguja en extremidades
inferiores. Una RM muscular objetivd una atrofia de los musculos
semimembranoso, gastrocnemios y soleo. El estudio histoldgico
realizado en otro centro resulté compatible con un proceso neurégeno.
El estudio molecular mediante un panel de genes de CMT?2 detecto la
variante ¢.454G>C, en heterocigosis, en el exén 8 del gen MORC2.
Esta variante es responsable de un cambio aminoacidico de una
alanina a una prolina en la posicion 152 de la proteina (p.Alal52Pro).
Esta variante no se describid en las bases de datos de mutaciones y los

algoritmos de prediccion in silico no son concluyentes.

FIGURA 39. CMT2Z (MORC2): ARBOL GENEALOGICO F129
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TABLA 51. CMT2Z (MORC2): HALLAZGOS ENMG F129

MEDIANO CUBITAL PERONEAL TIBIAL
CMAP LD VCNM CMAP LD CMAP LD VCNM CMAP LD VCNM
(mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s)
.2 5.6 4.5 42 10.2 3.0 0.6 5.6 36 0.9 4.6 34
CONDUCCION
SENSITIVA MEDIANO CUBITAL SURAL
AMPLITUD VCNS AMPLITUD VCNS AMPLITUD VCNS
(uV) (m/s) (m/s) (1) (m/s)
1.2 13.0 37 36 4.0 31

54 CMT2AXONAL AR (ARCMT?2)

541 CMT2T: MUTACIONES EN EL GEN MME

CMT2T representa el 1.2% de la poblacion con CMT.
Identificamos dos casos con la variante ¢.46delC previamente descrita.
El comienzo de la enfermedad ocurri6 en la edad adulta causando una

discapacidad de moderada a grave.

Tabla 52. CMT2T (MME): DATOS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS

CMT2T
N (Familia) 2 (2 familia)
Sexo 2 hombres

Edad (afios)

Edad de inicio (afios)
Edad al diagnéstico (afios)
Herencia

CMTNS

Gravedad clinica

VCNM mediano

Estudio molecular

69 (min. 61 - max 67)
46 (min. 45 - max. 48)
58 (min. 54 - max. 58)
Esporadicos
11 [10-13]
1 moderado, 1 grave
45 m/s
c.467del
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El caso indice (11.1) de la familia F94 es un hombre de 61 afios
sin antecedentes personales ni familiares conocidos. El paciente
consultd por un cuadro de dificultad para la marcha progresivo de
inicio a los 50 afios. Referia debilidad en ambas piernas, de
predominio izquierdo con caidas frecuentes; asi como calambres
frecuentes. En la exploracién neurologica se observo pie cavo
bilateral y patas de ciglefia. Debilidad para maniobras de pinza
izquierda, debilidad para la flexion de la cadera izquierda (4/5) y
flexion dorsal de ambos pies de predominio izquierdo (3/5) con
arreflexia generalizada. La exploracion de la sensibilidad fue normal
en la primera consulta, sin embargo, a lo largo de la evolucion
comenzO con disestesias asimétricas distalmente en ambas
extremidades inferiores e hipopalestesia. La marcha resultaba
dificultosa con incapacidad para realizar la marcha de talones y
dificultad para la marcha de puntas. Se observo ademas abundantes
fasciculaciones en musculatura de extremidades inferiores y un
temblor postural en las manos. La escala CMTES fue de 13. Se
realizaron diversos estudios descartando causas adquiridas del
cuadro clinico. La ENMG demostr6 una polineuropatia
sensitivomotora axonal. La EMG de aguja evidencié abundante
denervacion activa de predominio en musculatura distal de
extremidades inferiores con un trazado neurogénico simple en las
cuatro extremidades. Se realiz6 una RM de musculo de extremidades

inferiores donde observamos hipotrofia e infiltracion grasa de
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predominio en muasculos gastrocnemios y séleos, asi como edema en
estos musculos en secuencia STIR y en menor grado en musculatura
peroneal y tibial anterior. Tras descartar causas adquiridas del cuadro
clinico con la sospecha de una polineuropatia hereditaria se realizd
un panel de 14 genes de CMT2 (AARS, DYNC1H1, GARS, GDAP1,
GJB1, HSPB1, HSPB8, LMNA, MED25, MFN2, NEFL, RAB7A y
TRPV4) resultando negativo dicho estudio. En el afio 2016 se decide
ampliar el estudio molecular mediante NGS identificAndose la

variante patogénica c.466delC, en homocigosis, en el gen MME.

FIGURA 40. CMT2T (MME): DEFORMIDADES ESQUELETICAS F94
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FIGURA 41. CMT2T (MME): RMN MUSCULO F94

RM musculo (A-B): Amiotrofia e infiltracion grasa de gastrocnemios.
RM musculo secuencia STIR (C): Edema de mUsculos gastrocnemios y soleos.

Tras confirmar el diagnostico de nuestro paciente, se realizd
estudio de portadores en los progenitores y hermanos del caso. Ambos
progenitores (1.1 y 1.2) de 85 y 84 afos respectivamente, se
encontraban asintomaticos sin signos de polineuropatia en la
exploracion neurolégica. El estudio ENMG del paciente 1.1 resulto
normal para la edad y condicion fisica. El estudio molecular mostré
que ambos progenitores eran portadores en heterocigosis de la
variante identificada. Los cuatro hermanos del paciente se encontraban
asintomaticos en el momento de la valoracion clinica con una
exploracién neuroldgica anodina. La ENMG realizada en los casos
11.2, 11.3 y 1.5 resulté normal. El estudio genético demostré que los
casos 1.2 y I1.4 eran portadores heterocigotos al igual que ambos

progenitores.
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FIGURA 42. CMT2T (MME): ARBOL GENEALOGICO F94
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El segundo caso identificado (F101) con una mutacién en el gen
MME, es un hombre de 77 afios con un cuadro de dolor de tipo
neuropatico y calambres en las cuatro extremidades de inicio a los 45
afios. A partir de la 5% década progresivamente asocia sensacion de
acorchamiento y disestesias en las piernas con dificultad para caminar,
sobre todo para elevar los pies y subir escaleras, asi como leve
debilidad en las manos. Entre los antecedentes familiares destaca que
su padre habia presentado dolores frecuentes en las piernas con
calambres y dificultad para caminar sin un patron especifico, un
hermano con patologia dolorosa de extremidades inferiores con
diagnostico de enfermedad articular inespecifica. En la exploracion
neuroldgica se observo amiotrofia de musculatura de antebrazo e
inter6seos de las manos, con atrofia del grupo antero-lateral de las
piernas y pie cavo. Abundantes fasciculaciones en extremidades
superiores e inferiores con debilidad de predominio distal en

extremidades superiores e inferiores asimétrica de predominio derecho
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(flexion de la cadera 4/5, flexion dorsal de los pies 3/5, flexion plantar
4/5). Arreflexia en extremidades inferiores. Hipoestesia tactil y
algésica hasta tercio medio de antebrazos y piernas. Leve temblor
distal postural y cinético. Marcha dificultosa con un CMTES de 10.
La ENMG evidencio una polineuropatia sensitivomotora axonal con
abundante actividad espontanea en la EMG de aguja y un trazado
neurogénico. El estudio molecular descartd duplicaciones en la region
PMP22. Un panel de 11 genes (PMP22, MPZ, GJB1, EGR2, GDAP1,
LITAF, NEFL, MFN2, HSPB1, HSPB8 y RAB7) identific6 una nueva
variante en el gen GJB1 no reportada previamente sin aparente
correlacion clinica. Finalmente, un estudio molecular con un panel
amplio de CMT permitio identificar la variante patogénica c.466delC

que si se correlacionaba con el cuadro clinico.

FIGURA 43. CMT2T (MME): ARBOL GENEALOGICO F101
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TABLA 53. CMT2T (MME): HALLAZGOS ENMG F94, F101

MEDIANO CUBITAL PERONEAL TIBIAL

CMAP LD VNCM CMAP LD VCNM CMAP LD VCNM CMAP LD VCNM
(mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s) (mV) (ms) (m/s)

1.1

(F94) 6.5 3.5 45 9.0 2.6 48 NR NR NR 0.4 7.0 29
1.5
(F101) 4.5 3.5 45 2.4 3.3 47 NR NR NR NR NR NR
CONDUCCION
SENSITIVA MEDIANO CUBITAL SURAL
AMPLITUD VCNS AMPLITUD VCNS AMPLITUD VCNS
(1v) (m/s) (V) (m/s) (1v) (m/s)
1.1 (F94) 13.0 45 10.0 42 5.0 42
1.5 (F101) 19.0 51 20.0 46 NR NR

En el afio 2018 realizamos un estudio nacional multicéntrico, cuyo
objetivo fue caracterizar el fenotipo y patron de herencia de los
pacientes con CMT2T causados por mutaciones en el gen MME. El
resultado de este estudio, en el cual colaboramos se puede consultar en

el anexo |l de esta tesis.

Titulo: “Characterising the phenotype and mode of inheritance of
patients with inherited peripheral neuropathies
carrying MME mutations”.

Autores: Lupo V, Frasquet M, Sanchez-Monteagudo A, Pelayo-Negro
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55 CMT LIGADO AL CROMOSOMA X

551 CMTX1: MUTACIONES EN EL GEN GJB1

CMTX1 fue la segunda causa de CMT en la poblacién (9.2%) y
una de las principales causas de CMT2. Las variantes en el gen GJB1
se asociaron tanto con formas desmielinizantes (3.1%) como con
formas axonales (26.3%). Encontramos tres VP asociadas a formas
desmielinizantes, cinco VP y una VSD asociadas con formas axonales
y una VP con un estudio ENMG no concluyente.

Localizamos tres familias con CMTX1 asociado a formas
desmielinizantes. La edad de inicio de los sintomas fue de 26 (min. 15
— méax. 38) afios. La gravedad clinica fue moderada en tres casos y
leve en un paciente. La VCNM de nervio mediano fue de 30 (min. 27
— max. 33) m/s.

Las variantes en el gen GJB1 asociadas con formas axonales de
CMT fueron una de las principales causas de CMT2. Los primeros
sintomas referidos por los pacientes presentaron un amplio rango de
edad desde los 5-34 afios, con una gravedad clinica moderada. En un
paciente el estudio ENMG no fue concluyente, en este caso la variante
identificada fue p.M194l.

En global, observamos que los hombres con CMTX1 presentan
signos y sintomas mas graves que las mujeres. Estos hallazgos fueron
confirmados al detectar una edad de comienzo de la enfermedad mas
precoz en los hombres (5 [min.5-méax.15] afios) frente a las mujeres

(24 ~7-37] afios), sintomas y signos mas graves con una CMTES de
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12.3+4.0 en hombres y 7.6+4.0 en mujeres; asi como una VCNM de
nervio mediano inferior en los hombres con velocidades de 27 (min.
22-max. 33) m/s que en las mujeres que presentaron una VCNM de 43
[35-49] m/s.

TABLA 54. CMTX1 (GJB1): DATOS DEMOGRAFICOS Y CLiNICOS

CMTXA1 CMTXA1
Desmielinizante Axonal
N (Familia) 4 (3 familias) 11 (5 familias)
Sexo 2 mujeres, 2 hombres 6 mujeres, 5 hombres
Edad (afios) 41 [28-51] 55 [46-67]
Edad de inicio (afios) 26 (min. 15 - max. 38) 5 [5-33]
Edad al diagnéstico 26 [20-44] 45 [33-55]
(afos)
CMTES 4 [3-8] 8 [7-12]
Gravedad clinica* N=4 N=11
VCNM mediano (m/s) 30 (min. 27 - max. 33) 36 [25-47] m/s
Y65C, R22X, p.P87S,
Estudio molecular R142Q, P70A, p.E186K p.P172H, c.259C>T,
**C168C

*Ver grafica al inicio del capitulo

**C168C: variante de significado desconocido.

CMTX1: FAMILIAS RELEVANTES

La variante p.P172H encontrada en CMTX1 (familia F112), en
nuestro conocimiento no fue publicada en la literatura hasta el
momento. El caso indice (IV.1), un varén de 42 afios presenta
sintomas y signos de CMT desde la primera infancia (5 afios). En la
exploracion neuroldgica presenta pies cavos, amiotrofia distal en las
piernas configurando patas de ciglefia, eminencia tenar y primer
interoseo. Debilidad distal en las cuatro extremidades con arreflexia

generalizada.
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No disponemos del estudio ENMG realizado en la infancia. El
estudio familiar, confirmd que su madre también presentaba signos y
sintomas de una polineuropatia sensitivomotora desde la infancia.
Mujer de 63 afios (111.2) con parestesias y dificultad para deambular
con caidas frecuentes desde la primera infancia. En la exploracién
neurolégica presentaba pies cavos, dedos en martillo, patas de
ciguefia, arreflexia generalizada con Babinski bilateral y dificultad
para la marcha de talones; todo ello configuraba una gravedad clinica
leve. El estudio ENMG fue compatible con una polineuropatia
sensitiva y motora axonal con desmielinizacion asociada. El estudio
genético confirmo tanto en la paciente como en su hijo la presencia de
la variante NM_000166.5:¢.515C>A en heterocigosis en el gen GJB1.
Esta variante estaba ausente en 264 individuos sin CMT, es una
variante que se localiza en la misma posicion aminoacidica que otras
variantes patdgenas identificadas en este gen (P172S, P172A, P172R)
y ademas presenta correlacion con el fenotipo clinico observado en

esta familia.
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FIGURA 44. CMTX1 (GJB1): ARBOL GENEALOGICO F112
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5.6 VARIANTES DE SIGNIFICADO DESCONOCIDO

A continuacion, realizaremos una breve descripcion de las

variantes de significado desconocido encontradas.
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TABLA 55. VARIANTES DE SIGNIFICADO DESCONOCIDO

Gen

Mutacién Herencia

NO

Edad Edad Evolucion

(afios) inicio  (afios)

CMTNS

VCNMM
(m/s)

Fenotipo

FBLN5

GARS

GJB1

LITAF

MFN2

SH3TC2

TRPV4

AD

Ile416Val (no H-H)

p.Arg337 Esporadico

C168C  Esporadico

IVS2 C>T AD

F104 Esporadico

G548E  Esporadico

V705I- AD (no H-
E713del H)

D1229V  Esporadico

R460W  Esporadico

2

56

48

48

42

56

52

44

31

55

45

32

24

27

14

11

43

16

37

32

42

41

41

14

11

50

49

49

> 38

45

54

48,5

38

56

Debilidad distal en EESS y
EEIl con dolor. Episodios
de paralisis recurrentes e
hipofonia fluctuante.
Pie cavo desde la infancia
con torpeza motriz.
Debilidad distal en EEII
con arreflexia aquilea.
Hipopalestesia distal.
Torpeza motriz desde la
infancia. Debilidad distal
en EEIl con piramidalismo.
Hipoestesia en EEIl.
Atrofia peroneal.
Desarrolla una
enfermedad de NMT a los
43 anos.

Pie cavo, dedos en
martillo, escoliosis grave.
Debilidad e hipoestesia
tactil distal en EEII.
Arreflexia generalizada
con RCP indiferente.
Dificultad para la marcha
con inestabilidad.
Acorchamiento en manos
y pies. Hiperhidrosis.
Debilidad distal EEII.
Arreflexia
Debilidad distal asimétrica
con fasciculaciones en
EEIl. Arreflexia.
Amiotrofia distal, pie cavo
e hipopalestesia.
Debilidad distal en EEIl sin
sintomas sensitivos.
Amiotrofia distal EESS y
EEII.

Dolor lumbar irradiado.
Parestesias distales en las
cuatro extremidades
Deformidad de ambos pies
desde la adolescencia.
Calambres y alteracion
sensitiva en EEIl desde la
4? década. Debilidad
dorsiflexion dedos ambos
pies. Arreflexia aquilea.
Hipopalestesia
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Prevalencia y caracteristicas clinico-demograficas

1 PREVALENCIA Y CARACTERISTICAS
CLINICO-DEMOGRAFICAS

El nimero de casos de CMT registrados en la Comunidad
autonoma de Galicia, hace de este trabajo la segunda serie mas amplia
de CMT en Espafia y la primera descripcion de una poblacion con
CMT en el norte de Espafia desde 1987 [240,241,259].

La prevalencia de CMT identificada en Galicia con 10
casos/100.000 habitantes es inferior a los 28 casos/100.000 habitantes
publicada por Combarros en 1987 en Cantabria e inferior a los 30.8
casos/100.000 habitantes publicados recientemente por Lousa en la
Isla de Gran Canaria, en cuyo estudio se han incluido ademas de CMT
casos de NHPP. Sin embargo, la prevalencia identificada en Galicia
esta en linea con la prevalencia observada en otras series del Norte de
Europa, como la serie publicada por Lefter en 2017 con una
prevalencia de CMT de 10.5 casos/100.000 habitantes en Irlanda o la
serie de Foley de 2012 con una prevalencia en Reino Unido de 11.8
€as0s/100.000 habitantes [245,253].

La baja prevalencia identificada en Galicia en comparacion con la
serie de Combarros, podria estar motivada por diversos factores. La
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth es una enfermedad rara,
hereditaria y de curso lentamente progresivo lo que causa que muchos
casos no se diagnostiquen. Debido a la heterogeneidad y evolucion
natural de la enfermedad, en diversas ocasiones los pacientes con CMT
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no consultan a su medico o lo hacen transcurridos varios afios desde el
inicio de los sintomas, como demuestra el haber identificado en nuestra
serie un retraso en el diagnostico de 10 [4-24] afios. Ademas, al tratarse
de una enfermedad crdnica sin tratamiento farmacoldgico especifico,
los pacientes tienden al abandono en el seguimiento clinico de su
enfermedad, lo cual dificulta realizar un registro adecuado de estos
pacientes. Otro factor que podria influir en la prevalencia identificada,
es que este estudio fue promovido desde el Hospital Clinico de Santiago
de Compostela, con la colaboracion del resto de neurdlogos de Galicia,
lo que implica la necesidad de comunicar los casos de CMT
identificados, sin existir previamente un registro oficial de pacientes.
Durante el desarrollo del presente trabajo se intent6 recoger la
mayor cantidad de informacidn clinica y genealégica posible, aunque
no siempre resultd sencillo. Como mencionamos, muchos casos
fueron remitidos desde otros hospitales de Galicia, por lo que no
siempre disponiamos de toda la informacion solicitada. La anamnesis
a los pacientes permitié completar esta informacion; sin embargo, al
tratarse de un estudio retrospectivo conlleva un sesgo de memoria que
limita la obtencién de informacion completa e interfiere en la
obtencion de arboles genealdgicos extensos. A pesar de ello, logramos
informacion detallada del 88% de la muestra. Clasicamente, el debut
de la enfermedad tiene lugar durante las dos primeras décadas de la
vida. Sin embargo, la edad de inicio observada es de 20 [7-40] afios,
ligeramente superior a la esperada. Esto podria ser debido al disefio
retrospectivo de este trabajo, donde en un 26% de los casos de CMT
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no recuerdan la edad de inicio de la enfermedad.

Los datos demograficos, informacién clinica y estudio
neurofisiologico confirma una vez més la variabilidad fenotipica intra
e interfamiliar observada en CMT. La frecuencia de formas
desmielinizantes (61%), axonales (34.5%) e intermedias (2.5%) se
encuentra en concordancia con otras series de CMT. El patron de
herencia tampoco difiere de otras series Europeas, observando un
predominio de casos con herencia autosomica dominante (58%). Los
casos con herencia AR (5.6%) aunque inferior al 11.6% encontrado
por Sivera, esta en linea con lo publicado hasta el momento en el resto
de Europa donde la frecuencia de formas recesivas se encuentra por
debajo del 10% de los casos. El porcentaje de casos esporadicos
(29.7%) identificados es discretamente superior al 21% obtenido por
Sivera en 2013, lo cual podria deberse a un sesgo de identificacion e
interpretacion de los casos, donde es posible que algunos casos
identificados como esporadicos realmente presenten una herencia AR,
Considerando las formas AR y casos esporadicos en conjunto,
representan el 35% de nuestra serie.

La caracterizacion fenotipica y molecular nos va a permitir avanzar
en el diagnostico de un mayor nimero de casos de CMT, identificar
poblacion en riesgo de desarrollar la enfermedad y proporcionar
consejo genético lo méas detallado posible. Ademas, en el momento
actual, con el avance de la terapia génica como objetivo terapéutico,
debemos identificar al mayor ndmero de pacientes candidatos que

puedan beneficiarse, en un futuro, de posibles dianas terapéuticas.
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2 ESTUDIO MOLECULAR

En el momento actual, con la disponibilidad de las tecnologias de
secuenciacion masiva, realizar una adecuada caracterizacion
fenotipica y neurofisioldgica de CMT es fundamental. EI diagnostico
molecular debe orientarse en funcién del fenotipo clinico y el estudio
neurofisiologico, lo cual nos va a permitir realizar una adecuada
interpretacion de las variantes identificadas.

El estudio molecular permitio tipificar genéticamente a un 74.5%
(N=173/232) de los casos de CMT, con un indice de casos
confirmados genéticamente superior en las formas desmielinizantes
(93%) en comparacién con las formas axonales (47.5%). A pesar de
haber identificado genéticamente un elevado porcentaje de casos con
CMT?2, todavia hay un 52.5% de CMT?2 sin diagnostico molecular. La
distribucion genética descrita muestra un patron homogéneo en CMT1
comparable con otras series, sin embargo, en CMT2 observamos un
amplio abanico de genes y variantes identificadas con un elevado
numero de variantes de significado desconocido. Esta heterogeneidad
genética podria explicar el menor rendimiento diagndstico que
observamos en CMT2. En el 85% de los casos de CMT encontramos
una variante en PMP22, GJB1, MPZ, MFN2 o GDAPL. Estos datos no
difieren de otras series publicadas en Europa [23,147,243,249,250].
En el 10% restante identificamos variantes en los genes HK1, EGR2 y
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BSCL2. Destacamos en esta serie el nimero de casos con variantes en
los genes EGR2 (2.9%) y BSCL2 (2.9%), con una frecuencia en otras
series <1%. Esto podria estar en relaciéon con el desarrollo de sendos
proyectos de investigacion tanto en CMT como en paraparesia
espéstica, realizados en la unidad de enfermedades neuromusculares y
por el grupo de estudio de Neurogenética de la FPGMX, lo cual
podria tener un efecto llamada y aumento en el rendimiento del
diagnostico molecular.

La evolucion del diagnéstico molecular en Galicia muestra un
crecimiento progresivo a partir del afio 2006, con un elevado nimero de
casos y familias confirmadas genéticamente en 2006 (N=6 casos, 4
familias) y 2010 (N=25 casos, 9 familias). Este hecho se explica porque
a partir del afio 2005 y hasta 2010, la inmensa mayoria de CMT en
Galicia que no eran portadores de la duplicacion en PMP22, se
diagnosticaron mediante un panel de 8 genes creado mediante un
proyecto de investigacion. Tras la implementacion de las técnicas de
nueva secuenciacion, con un panel de 14 genes desde 2014 hasta 2016 y
con un panel de 37 genes hasta 2018, observamos un nuevo incremento
en el numero de casos confirmados genéticamente. Podemos afirmar
que el rendimiento del diagnostico molecular de CMT aumenta
considerablemente con las técnicas de nueva secuenciacion.

La duplicacién en PMP22 responsable de CMT1A es la forma méas
frecuente de CMT (57.2% de los casos genéticamente confirmados),
representando un 75.5% de todos los casos de CMT1 confirmados

genéticamente, ligeramente superior al 70% publicado previamente. Las
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variantes en GJB1 (CMTX1) son la segunda causa de CMT (9.2%) tras
CMT1A. Estos pacientes se clasificaron en casos desmielinizantes
(N=4) o axonales (N=11) en funcion del ENMG del caso propdsito en
la familia. Un porcentaje ligeramente inferior al identificado en otras
series y en linea con la poblacion de CMT descrita al sur de Italia
[23,147,153,250]. La heterogeneidad clinica que presenta este gen en
funcién del sexo del paciente junto con el infradiagndstico de CMT
puede ser una de las causas de esta menor frecuencia de mutaciones en
el gen GJB1 en Galicia. La tercera causa de CMT son las variantes en
MPZ (6.9%) acorde con los datos ofrecidos por otras series en Espaiia y
en el resto de Europa; responsable de la segunda causa de CMT1 (9%
CMT1B). Identificamos 12 casos con CMT2 portadores de una variante
en MPZ no descrita en la literatura y con elevada probabilidad de ser la
responsable de CMT?2I en estos casos.

CMT desmielinizante de herencia AR (CMT4) representan un
4.6% (N=8/173) de toda la serie. Identificamos un 2.9% de casos con
CMT4G (HK1) y ningan caso con variantes en el gen NDRG1
(CMT4D) mas frecuente en la Comunidad Valenciana. Las variantes en
SH3TC2 (CMTA4C) representaron un 1.2% del total de casos; un
porcentaje inferior al que encontrd Sivera (7.2%) o Lorefice (4.4%).
Estos hallazgos podrian explicarse por el flujo migratorio de la propia
comunidad romani en Espafia; siendo Galicia junto con el Pais vasco y
Asturias, las comunidades donde menor poblacion de etnia gitana esta
instaurada. En la poblacién con CMT1 ademas identificamos variantes
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en NEFL y LITAF. No encontramos variantes en los genes FGD4,
FIG4, PRX.

Las formas axonales de CMT presentan una amplia heterogeneidad
genética. Identificamos 22 variantes en 12 genes, de las cuales 14
variantes en 6 genes son patogenicas, una variante en el gen MORC2
con resultados de patogenicidad no concluyentes y el resto son variantes
de significado desconocido. El rendimiento diagndstico de las formas
axonales (47.5%) es inferior al descrito por Sivera, sin embargo, es
ligeramente superior al descrito en el resto de Europa. Esto podria
deberse a la implicacion en el diagnoéstico molecular de los pacientes
adultos con CMT en Galicia, primero durante el desarrollo de los
proyectos de investigacion mencionados previamente y en segundo
lugar gracias a la colaboracién en proyectos de investigacion realizados
a nivel nacional. La distribucién genética de CMT2 muestra que las
causas mas frecuentes de CMT axonal en Galicia son MFN2, GDAP1 y
GJB1 en igual frecuencia, responsables del 79% de los casos. En cuarto
lugar, se encuentra la variante Ser90Leu en el gen BSCL2 responsable
de paraparesia espastica/Sindrome Silver/CMT2 (12.8%). Mutaciones
en el gen MME, recientemente descrito como causante de CMT2T, son
responsables del 5.2% de CMT2. Las mutaciones en el gen de la
metalloendopeptidasa son la causa méas frecuente de CMT2 de inicio
tardio; por lo que, seria necesario realizar un cribado en nuestra
poblacién con CMT2 de inicio tardio sin diagndstico molecular que
permitiese la identificacion de nuevos casos de CMT2T. El gen de la

MFN2 presenta un amplio abanico de variantes, con un alto porcentaje
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de polimorfismos, tal como se conoce en la literatura, resultando ser la
causa de CMT2A en el 26.3% de los casos estudiados. Si lo
comparamos con la literatura disponible hasta el momento, observamos
resultados dispares. En regiones del Mediterraneo, observamos una baja
incidencia de CMT2A, pero un elevado nimero de casos de CMT2K
(GDAP1); sin embargo, en otras regiones de Espafia, Alemania 0 USA
podemos observar una frecuencia més elevada de casos debidos a
mutaciones en MFN2 [66,153,243,249]. En segundo y tercer lugar, con
la misma frecuencia, se encuentran mutaciones en GDAP1 y GJBL. La
variante identificada en el gen GDAPL1 presente en dos familias no
consanguineas no se habia dado a conocer hasta el afio 2017. El estudio
de haplotipos identific6 un efecto fundador de la misma, lo que podria
explicar la elevada frecuencia de esta mutacion en nuestra poblacion.
Otras variantes identificadas en CMT2 se detectaron en FBLN5, GARS,
TRPV4 y MTMR sin correlacion clinica, por lo que se mantienen como
variantes de significado desconocido, no patogénicas. Identificamos una
variante de significado desconocido en MPZ que se detallard en el
capitulo 3. No encontramos variantes en HSPB1, HSPB8, AARS, YARS,
KARS, RAB7. Las formas intermedias de CMT, con una VCNM entre
25-45 m/s son poco frecuentes en nuestra poblacion. El rendimiento
diagnostico fue bajo, detectando dos casos con mutaciones puntuales en
el gen PMP22, quedando un 60% sin diagnostico molecular. No
detectamos mutaciones en DNM2, YARS, INF, GNB4, NEFL, AARS,
KARS, PLEKHG5, DCTN2, COX6M [25].
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3 RELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Realizamos una descripcion detallada de las principales variantes
identificadas en la poblacion adulta con CMT en Galicia. La
duplicacion en la region PMP22 responsable de CMT1A es la forma
méas frecuente de CMT (57%) y la mas frecuente de las formas
desmielinizantes (75.6%). Los sintomas de la enfermedad debutan a lo
largo de la primera infancia, provocando una neuropatia con una
gravedad heterogénea intra e interfamiliar. El estudio neurofisioldgico
muestra una VCNM en nervio mediano muy enlentecida (20 [15-23]
m/s).

La region p11.2-p12 en el cromosoma 17 es una zona que contiene
una gran cantidad de genes, compuesta por dos dominios genéticamente
inestables (la region 17p11.2 y la region 17p12). La duplicacion de la
region 17p12 es la responsable de CMT1A, mientras que una delecién
en esta region provoca una neuropatia tomacular o neuropatia con
susceptibilidad a las paralisis por presion. Ademas, en esta region
tambien pueden tener lugar microduplicaciones o microdeleciones que
abarcan mas de un gen, lo que puede dar lugar a diferentes sindromes
(sindrome de Yuan-Harel-Lupski en el cual la microduplicacion
contiene los genes RAIL y PMP22, el sindrome Potocki-Lupski donde
la microduplicacion incluye el gen RAI1 o el sindrome de Smith-

Magenis que consiste en una microdelecion de esta region).
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Identificamos un caso portador de una microduplicacion en la region
17p12 cursando con un fenotipo CMT1A y retraso global del
desarrollo. Los genes incluidos en esta microduplicacion (PMP22,
COX10, HS3ST3B1, TEK3) no nos permiten confirmar que se trate de
ninguno de los sindromes mencionados anteriormente; pero si parecen
estar modificando el fenotipo clasico de CMT que presenta el paciente.
El estudio genealdgico confirmé la presencia de una duplicacion en
PMP22 responsable de CMT1A en la familia.

Las dos mutaciones puntuales en el gen PMP22 muestran un
fenotipo leve-moderado con una VCNM de nervio mediano en rango
intermedio. La variante NM_000304.3:¢.392C>G,;
NP_000295.1:p.Ser131Cys [168], presenta un fenotipo concordante con
el descrito previamente en la literatura. A pesar de la ausencia de
familiares que nos permitan confirmar la segregacion familiar de esta
variante, el hecho de no haberla encontrado en la poblacion de control y
objetivar concordancia clinica con casos previos, consideramos que se
trata de una variante probablemente patogénica responsable del cuadro
clinico. La variante R157W, en nuestro conocimiento, no se ha
publicado hasta el momento. Consideramos esta variante posiblemente
patogénica al presentar concordancia clinica con mutaciones puntuales
en PMP22 descritas previamente y ausencia de la misma en la
poblacion sana de control. En este momento, se esta llevando a cabo el
estudio de segregacion familiar.

CMTX es la segunda causa de CMT en Galicia (9.2%). Las

variantes identificadas en este gen se asocian tanto con formas
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desmielinizantes (3.1% de CMT1) como axonales de CMT (26.3% de
CMT?2). En este caso, observamos que las formas axonales de CMTX
muestran una edad de inicio mas precoz y una mayor gravedad clinica.
Las mujeres portadoras de CMTX al igual que se ha descrito
previamente en la literatura muestran un fenotipo mas leve de la
enfermedad, con una edad de inicio mas tardia. Con el avance del
diagndstico molecular observamos un incremento en el nimero de
genes que pueden asociarse con mas de un fenotipo (CHCHDO0,
BSCL2, HSPB1, HSPB8) [260-262]. Marchesi en el afio 2011 publico
un caso de CMTX por mutaciones en la conexina 32 en un paciente que
asociaba una enfermedad de neurona motora, sin embargo, no pudo
determinarse con exactitud una relacion de causalidad. La variante
C168C identificada en el presente trabajo en una paciente con CMT con
signos piramidales y solapamiento con una enfermedad de neurona
motora, no nos permite confirmar el diagnostico de CMTX. Esta
variante a pesar de presentar una baja prevalencia en la poblacién
control sin CMT, no conlleva ningiin cambio aminoacidico a nivel
proteico, por lo que consideramos que se trata de un polimorfismo y no
es la responsable de la enfermedad [263].

CMT1B causado por mutaciones en el gen MPZ es la tercera causa
de CMT en Galicia (6.9%) y la segunda causa mas frecuente de CMT1
(9%). Las variantes identificadas en MPZ presentan una neuropatia leve
con un fenotipo clasico de CMT. La variante R98H identificada en
Galicia no muestra asimetrias destacables, sin embargo si observamos

anticipacion familiar como se describié en otros casos de la literatura
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[170,264,265]. Las variantes en MPZ asociadas a formas axonales,
muestran un comienzo en la edad adulta con fenotipos leves
frecuentemente. Identificamos una variante no descrita previamente
(p.V150L) en la cual el cuadro clinico de debut fue un sindrome
polineuropatico en una proporcion de familiares afectos y por otro lado
un cuadro de dolor neuropatico en el resto de familiares. La exploracion
neuroldgica y ENMG revelaron que todos los portadores de la variante
p.V150L mostraban sintomas y signos de una polineuropatia leve. Esta
variante no se encontré en ninguno de los familiares asintomaticos ni
tampoco en la poblacion sin CMT lo cual indica su baja frecuencia. Por
todo ello, concluimos que la variante p.VV150L en el gen MPZ es con
alta probabilidad la responsable de CMT2I en esta familia.

CMT2A debido a mutaciones en el gen MFN2 fue una de las
principales causas de CMT2 en Galicia (26.3%), junto con CMTX1 por
mutaciones en GJB1(26.3%) y mutaciones AD en GDAP1 responsables
de CMT2K (26.3%). De forma global, las mutaciones en MFN2
representan la cuarta posicion etiologica de CMT en Galicia (5.8%). El
fenotipo de CMT2A no difiere del encontrado en la literatura [66].
Identificamos un caso con dos variantes de significado desconocido en
MFN2 (E713del-V7051) con un solapamiento clinico entre un CMT2 y
una neuropatia motora hereditaria. Clinicamente el fenotipo
predominante es de una neuropatia motora hereditaria, sin embargo el
estudio histologico demuestra la presencia de un dafio sensitivo
[202,203,266]. En este caso, se identificaron dos variantes, E713del en

el exon 18 la cual produce una pérdida de aminoacidos en las
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posiciones 710 a 713 de la proteina. Esta variante no fue publicada
previamente ni tampoco se identifico en las bases de datos clinicas ni en
la poblacion sin CMT. El estudio genealdgico confirmd la segregacion
de esta variante en la familia. En este caso, la segunda variante
detectada (\V705l) tampoco parece patogenica al no mostrar
segregacion familiar, por lo que la consideramos un polimorfismo
[267].

CMT2K causado por mutaciones de herencia AD en el gen
GDAP1 es una causa poco frecuente de CMT en diversas series
publicadas, mientras que en otras series es una de las principales causas
de CMT2 [23,68,147,153,243]. En Galicia identificamos un elevado
porcentaje de casos de CMT2K (5.8%), resultando ser una de las
principales causas de CMT2 (26%) junto con MFN2 y GJB1. La
variante identificada p.R226del, no habia sido publicada hasta el afio
2017 cuando realizamos la descripcion de las primeras familias en
Galicia con CMT2K. En las dos familias identificadas observamos
heterogeneidad clinica probablemente debido a factores epigenéticos
modificadores del fenotipo. El estudio de haplotipos en las dos familias
portadoras de dicha variante nos permite concluir que probablemente se
trata de una mutacion fundadora en Galicia.

CMT1D debido a mutaciones en el gen EGR2 se describe en la
literatura como una causa poco frecuente de CMT en la poblacion con
una frecuencia <1%. En Galicia, mutaciones en el gen EGR2
representan el 2.9% de CMT y un 3.8% de CMT1. No observamos
ningun caso asociado con CMT2. En las dos familias identificadas, la

243



TANIA GARCIA SOBRINO

enfermedad comienza en la edad adulta, provocando una neuropatia
leve. En este caso destacamos la asociacion de CMT con neuropatias
inflamatorias como la CIDP, identificada en una paciente. Aunque no
son frecuentes, podemos observar bloqueos de conduccion nerviosa en
CMT1B (MPZ) o en CMTX, asi como blogqueos y dispersién temporal
en CMT4J (FIG4). En la literatura, se describen diversas asociaciones
de CMT con neuropatias inflamatorias (CMT1A, CMT1B, CMTA4C,
CMT1D) [268,269]. Aquellos casos con un deterioro clinico subagudo
o afectacion de cintura escapular o pélvica deben alertarnos sobre la
posible asociacion de una neuropatia hereditaria y una neuropatia
inflamatoria. Ademas, en casos con una respuesta parcial al tratamiento,
deformidades esqueléticas asociadas o antecedentes familiares deben
hacernos sospechar una base genética. En nuestra serie, detectamos dos
casos de CMT en asociacion con CIDP (CMT1D y CMT1A), en ambos
casos el dato de alerta fue el rapido deterioro clinico de un trastorno de
la marcha subyacente lo que nos permitio sospechar una CIDP y la
presencia de deformidades esqueléticas y antecedentes familiares en la
anamnesis dirigida lo que nos llevé al diagndstico de una neuropatia de
base genética subyacente.

Mutaciones en el gen BSCL2 son una causa poco frecuente de
CMT, asociado mas frecuentemente con neuropatia motora hereditaria
distal (dHMN tipo V) o con cuadros de paraparesia espastica (SPG17).
La variante S90L representa el 2.9% de CMT y un 12.8% de CMT2 en
Galicia. La variante N88S es la que mas frecuentemente se asocia a
CMT con piramidalismo y/o afectacion de musculatura intrinsica de las
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manos, mientras S90L se asocia con cuadros de espasticidad. En este
caso, destacamos la variabilidad clinica intrafamiliar donde observamos
un fenotipo CMT con piramidalismo y un segundo fenotipo donde
predomina la espasticidad con afectacion de musculatura intrinsica de
las manos, asociados ambos a una misma variante (S90L) [231,237].

Las mutaciones fundadoras de CMT en poblacién de etnia romani
se limitan a unos pocos genes (HK1, NDRG1, SH3TC2). En Galicia la
Unica mutacion identificada en poblacion de etnia romani se localizo en
el gen HK1 (2.9% de CMT, 3.8% de CMT desmielinizante). No
identificamos variantes en NDRG1 ni en SH3TC2 de etnia romani. Este
hecho posiblemente esté muy en relacion con la migracion de esta
poblacion en el territorio espafiol.

Las formas axonales de CMT, muestran una importante
heterogeneidad clinica y molecular. En Galicia, identificamos dos casos
con la variante c.466delC en el gen MME tras su descripcion en 2016
en pacientes con CMT de comienzo en la edad adulta. Las variantes
identificadas en el gen MME son diversas [110]. En Galicia,
encontramos dos familias con la variante p.Prol56Leufs*14
(c.466delC). En la literatura la variante ¢.466delC se asocia con CMT2
de herencia AD de penetrancia incompleta. Sin embargo, en este
momento, la informacion clinica, ENMG y molecular de nuestra familia
no nos permite confirmar una herencia AD, por lo que sera necesario
ampliar el estudio en otros miembros de esta familia. En la primera
familia identificada (F94) portadora de la variante en el gen MME el

probando con una neuropatia moderada es homocigoto para la variante
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c.466delC, mientras que ninguno de sus familiares portadores
heterocigotos muestra signos clinicos y/o ENG de polineuropatia. En la
familia F101 en la cual también identificamos la variante c.466delC, no
disponemos de estudio de segregacion familiar que nos permita
confirmar el patron de herencia, a priori, lo consideramos un caso
esporadico. El estudio epidemioldgico de las mutaciones en el gen
MME en Espaiia, demuestra la diversidad mutacional encontrada en
este gen a lo largo del territorio espafiol [219]. La variante
p.Pri56Leufs*14 que conlleva una pérdida de funcion en la proteina, es
la segunda mutacion mas frecuente en el gen MME. Por ultimo,
debemos considerar un CMT2T por mutaciones en el gen MME en
pacientes con una neuropatia axonal de inicio en la edad adulta, con una
clinica predominantemente motora de rapida progresion, asociada con
calambres, fasciculaciones y signos de denervacion aguda en el estudio
de EMG de aguja.

La causa méas frecuente de CMT2, en diversas series, son las
variantes en el gen MFN2 (CMT2A) y GDAPL. En los ultimos afios,
entre las cusas mas frecuentes de CMT2 también se encuentran las
mutaciones en el gen MORC2 [19]. EI gen MORC2 pertenece a la
familia de proteinas MORC. Estas proteinas estan conformadas por una
serie de dominios con funciones determinadas (dominio ATPasa, zona
N-terminal, dominio de interaccion con el DNA y diversos dominios de
tipo hélice enrrollada). Las mutaciones que afectan al dominio ATPasa
pueden provocar una pérdida completa de la actividad de dicha ATPasa

o simplemente causar una reduccién de su actividad. La variante
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encontrada en la familia F129 (p.Alal52Pro) se localiza en el exén 8,
formando parte de los exones codificantes del dominio ATPasa. En
nuestro conocimiento, hasta el momento, esta variante no se describio
previamente ni tampoco se encontrd en las diferentes bases de datos
consultadas, con un nivel de patogenicidad segun los algoritmos de
prediccion, considerandola una variante de significado desconocido y/o
patogenica. El fenotipo clinico en el caso indice es de una
polineuropatia sensitiva y motora de inicio probablemente infantil, pero
sin progresion clinica hasta la edad adulta, de intensidad moderada.
Esto difiere de los casos més graves e incluso formas congénitas de
CMT asociados a mutaciones en el gen MORC2 identificados hasta el
momento [134]. Este fenotipo méas leve podria ser debido a que la
variante identificada conlleve una reduccion parcial de la actividad
ATPasa, manteniendo una actividad residual. Serian necesarios mas
estudios que nos permitan confirmar esta hipotesis, pues en este caso el
estudio de segregacion familiar no es posible. Hasta el momento, las
variantes en MFN2, GDAP1 y GJB1 son la causa principal de CMT2

en Galicia.
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4 ALGORITMOS DIAGNOSTICO

El abordaje de CMT debe iniciarse mediante una anamnesis,
exploracion fisica y estudio ENMG detallados que nos permita
establecer un fenotipo de CMT. A continuacion, en base a los
hallazgos identificados, podemos plantear el diagndstico molecular.
En el momento actual, con el avance de las técnicas de NGS, para

realizar el estudio genético proponemos los siguientes algoritmos:

FIGURA 45. ALGORITMO DIAGNOSTICO CMT DESMIELINIZANTE

bl

u CMT Desmielinizante ‘

il il
L Herencia AD/Esporadicos L Herencia AR

Al | bl

L PMP22 duplicacion L Etnia romani L Caucasico

HK1, NDRGT1,
SH3TC2

PANEL DE
GENES CMT
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GENES

PANEL DE
GENES CMT
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FIGURA 46. ALGORITMO DIAGNOSTICO CMT AXONAL

L CMT Axonal
PANEL DE
GENES CMT

FIGURA 47. ALGORITMO DIAGNOSTICO CMT INTERMEDIO

il
L CMT Intermedio

PANEL DE
GENES CMT

En la actualidad, en nuestro medio, con el advenimiento de las

nuevas técnicas de secuenciacion, proponemos la siguiente

aproximacion al diagndstico molecular:

El estudio de un paciente con CMT debe comenzar por una
adecuada evaluacion clinica, patron de herencia y estudio ENMG.
A partir de estos datos, considerados basicos, podemos orientar el
diagndstico molecular.

En los pacientes con CMT desmielinizante de herencia AD o
casos esporadicos (CMT1), es obligado descartar la duplicacion
en el gen PMP22 causante de CMT1A. Si este estudio resulta
negativo, aconsejamos realizar un estudio mediante panel de
genes de CMT.

En los casos de CMT desmielinizante de herencia AR (CMT4), lo
primero que debemos valorar es la etnia de los pacientes. En
CMT4 de etnia romani se recomienda descartar mutaciones en los
genes HK1, NDRG1 y SH3TC2. En los demés casos o en casos de
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etnia gitana sin mutaciones en estos genes, recomendamos
realizar estudio mediante panel de genes de CMT.

IV. En CMT axonal de herencia AD o AR recmendamos realizar un
panel de genes de CMT.

V. En CMT intermedio, recomendamos realizar un panel de genes de
CMT.

Actualmente, el panel de genes de CMT disponible en la Fundacion
Publica de Medicina Xendmica, incluye el estudio de los siguientes
genes: AAAS, AARS1, ABCAl, ABCD1, ABHD12, AIFM1, ALS2,
AMACR, AMN, APTX, ARHGEF10, ASAH1, ATL1, ATL3, ATPT7A,
ATP7B, BICD2, BSCL2, Cil2orf65, CCT5, CHCHD10, COX6ALl,
CYP27A1, DCTN1, DHTKD1, DMD, DNAJB2, DNM2, DNMT1, DST,
DYNC1H1, EGR2, ELP1, FAM126A, FBLN5, FBXO38, FGD4, FIG4,
FLVCR1, FXN, GAN, GARS1, GBE1l, GDAP1, GJB1, GJB3, GLA,
GNB4, GSN, HADHA, HADHB, HARS1, HEXA, HEXB, HINT1, HK1,
HSPB1, HSPB3, HSPB8, IGHMBP2, INF2, KARS1, KIF1A, KIF1B,
KIF5A, L1ICAM, LAMA2, LITAF, LMNA, LRSAM1, MARS1, MATR3,
MCM3AP, MED25, MFN2, MME, MORC2, MPV17, MPZ, MTMR?2,
MTTP, NDRG1, NEFH, NEFL, NGF, NIPA1, NTRK1, OPAl, PDKS3,
PEX12, PHYH, PLA2G6, PLEKHG5, PLP1, PMP22, PNKP, POLG,
PRDM12, PRPS1, PRX, RAB7A, REEP1, RETREGI1, SACS, SBF1,
SBF2, SCN10A, SCN11A, SCN9A, SEPTIN9, SETX, SH3TC2,
SIGMARL1, SLC12A6, SLC52A2, SLC5A7, SOX10, SPAST, SPG11,
SPTLC1, SPTLC2, SURF1, TFG, TPP1, TRIM2, TRPAL, TRPV4, TTR,
TWNK, TYMP, UBA1, VAPB, VCP, VRK1, WNK1, YARS1, ZFYVEZ26.
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5 FORTALEZASY LIMITACIONES

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth es la causa mas frecuente
de neuropatia hereditaria. EI diagnostico molecular con méas de 80

genes asociados a la enfermedad, resulta cada vez mas complejo.

Este es el estudio descriptivo mas amplio, hasta el momento, de la
frecuencia y distribucion mutacional de CMT en Galicia y el primero
en el Norte de Espafia desde 1987.

Una de las principales ventajas de este estudio es la realizacion
previa de sendos proyectos de investigacion de CMT en Galicia, lo
que permitid mejorar el conocimiento de la enfermedad en nuestro

medio.

La principal limitacion que encontramos de este estudio es que se
trata de un estudio descriptivo retrospectivo. Asumimos que existe una
pérdida de casos o sesgo de memoria que dificulta obtener toda la

informacidn de forma precisa.
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La prevalencia de CMT en la Comunidad Auténoma de Galicia
a dia 31 de diciembre de 2018 fue de 10 casos /100.000

habitantes, con una mayor prevalencia de CMT desmielinizante.

El patron de herencia més frecuente fue AD. Destacamos una
alta frecuencia de casos esporadicos o con herencia AR en
CMT2 (42.5%); por lo que la ausencia de antecedentes

familiares de neuropatia no descarta una enfermedad de CMT.

Las formas mas frecuentes de CMT en Galicia son: la
dupliacion en PMP22 (CMT1A, 57%), mutaciones en GJB1
(CMTX1, 9.2%), MPZ (CMT1B, 7%), MFN2 (CMT2A, 6%) y
GDAP1 (CMT2K, 6%).

Los subtipos més frecuentes de CMT desmielinizante en Galicia
son: CMT1A (75.5%), CMT1B (9.2%), CMT1D (4%), CMT4G
(4%) y CMTX1 (3%). Mutaciones en el gen HK1 son la Unica
causa de CMT4 en poblacion de etnia gitana em Galicia
(CMT4G o neuropatia de Russe).

Las formas mas frecuentes de CMT axonal en Galicia son:
CMT2A (26%), CMT2K (26%), CMTX1 (26%), CMT2D
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(variante S90L en el gen BSCL2 con fenotipos solapados)
(12.8%) y CMT2T (5.3%).

Los algoritmos de diagndstico propuestos son una herramienta
de apoyo al diagnodstico de CMT en Galicia. Una evaluacion
clinica detallada, patrén de herencia y estudio ENMG
protocolizados deben guiar el diagndstico del paciente con
CMT.
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ABSTRACT

INTRODUCCION y OBJETIVOS: La enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth (CMT) es uno de los sindromes neurodegenerativos
genéticamente mas heterogéneo, con mas de 80 genes implicados en
su patogenia. El objetivo de este estudio fue evaluar la variabilidad

genética del CMT en Galicia.

MATERIAL y METODOS: Estudio descriptivo de CMT en
poblacion gallega. Incluimos pacientes mayores de 18 afios con un
diagndstico clinico y/o neurofisiolégico de neuropatia sensitivo-
motora hereditaria y pacientes con antecedentes familiares de CMT y

un cuadro clinico similar.

RESULTADOS: Evaluamos un total de 215 pacientes con CMT
(55% mujeres) con una mediana de edad de 48 [39-60] afios. En 168
casos (78%) se alcanzé un diagnostico molecular. EI 60% fueron
CMT1y el 20% CMT2. La duplicacion en PMP22 fue el diagnéstico
molecular més frecuente (55%) seguido de mutaciones en MPZ
(11%), MFN2 (8%), GJB1 (8%) y GDAP1 (6%). Las variantes
patogénicas mas frecuentes implicadas en CMT1, a excepcion de la
duplicacion en PMP22, se localizaron en EGR2, NEFL y MPZ. En
CMT?2, las variantes patogénicas en GDAP1 y MFN2 fueron las més
frecuentes (70%). Detectamos diversos casos de CMT2 derivados a

nuestro centro en los que el diagnéstico fue de una NMH.
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Identificamos variantes patogenicas no descritas previamente en MPZ,
MFN2, GJB1, EGR2, NEFL y SH3TC2. El 30% de nuestra serie
presenta un patrén de herencia autosémico recesivo (AR) 0 son

formas esporadicas.

CONCLUSIONES: La epidemiologia de CMT en Galicia presenta
un patron de distribucion similar al observado en otras poblaciones,
destacando un elevado porcentaje de formas esporadicas o de herencia
ARy formas CMT2K.
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TITULO: Late-onset axonal charcot-marie-tooth associated with

autosomal recessive MME mutations

AUTORES: Tania Garcia-Sobrino, Maria Pacifica Vidal-Lijo, Elena

Pintos, Vincenzo Lupo, Carmen Espinés, Teresa Sevilla, Julio Pardo

FORMATO: Poster

CONGRESO: 15th International Congress on Neuromuscular
Diseases (ICNMD 2018). Vienna, Austria. 6-10 julio 2018.

ABSTRACT

BACKGROUND: Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease is the most
common inherited peripheral neuropathy. The disease onset usually
occurs in the first two decades of life and shows a slow progression.
Clinically CMT phenotype is characterized by distal weakness,
wasting and sensory loss with foot deformities. Axonal CMT (CMT2)
with preserved nerve conduction velocities (MMNCYV > 38 m/s) are a
group of clinically and genetically heterogeneous subtypes. A high

rate of CMT2 remain without genetic diagnosis.

In 2016 MME mutations were identified in patients with CMT2 linked
to an autosomal dominant or autosomal recessive inheritance pattern.
We report a family with an autosomal recessive late-onset CMT2

associated with MME mutations.
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METHODS: A 57-year-old man without medical or family history
and no consanguinity. He developed a progressive gait disturbance,
cramps and distal lower limb weakness with foot drop at the age of 53.
Neurological examination revealed pes cavus, gynecomastia,
fasciculations and wasting in lower limbs, slight left hand weakness,
proximal lower limb weakness (4/5) and distal lower limb weakness
(3/5), areflexia and steppage gait. Clinical progression was evident in
the first year of evolution and patient associated distal lower limb

sensory loss.

RESULTS: Laboratory investigations showed a high serum CK (600-
1500UI/L). Spinal cord MRI was normal. Nerve conduction study are
consistent ~with an axonal ~motor neuropathy. Needle
electromyography showed acute denervation and fasciculations in
lower limbs with reduced recruitment pattern in upper and lower limb
muscles. After six month a nerve conduction study revealed an axonal
motor and sensory neuropathy. Lower limb muscle MRI showed a
bilateral fatty infiltration of the gastrocnemius, soleus and in the
anterolateral group. A myopathic and neuropathic pattern was evident
in the muscle biopsy. Molecular diagnosis revealed that our patient
was a homozygous for the ¢.466delC mutation in the MME gene.

Neurological examination and nerve conduction studies were normal
in his relatives. Molecular study revealed that his parents and two

sisters were heterozygous for the same mutation in MME gene.
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CONCLUSION: CMT2 are a clinically and genetically heterogeneous
group of neuropathies. The screening of MME mutations should be
performed in patients with late-onset neuropathies with or without a
family history in wich acquired causes are ruled out and the phenotype
is compatible with CMT2,
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Abstract

There are few reports on axonal CMT due to dominant GDAP/ mutations. We describe two unrelated Spanish families with a dominant axonal
CMT. A novel in frame GAA deletion in exon 5 of the GDAPI gene (c.677_679del; p.R226del) was identified in both families. Disease onset varied
from early childhood to adulthood. Affected family members complained of distal lower limb weakness, cramps and foot deformities with variable
CMTNS score in both families. Several individuals were asymptomatic or had paraesthesia only, however neurological examination and nerve
conduction studies demonstrated neuropathic signs. Transfection of HeLa cells with the p.R226del mutation led to an increased mitochondrial
aggregation. We report an AD-CMT2K with large phenotypic variability due to a novel dominant GDAP! variant. This is the second founder
GDAPI pathogenic variant reported in Spain.
© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Charcot-Marie-Tooth; CMT2K; GDAPI variants; Pathogenic mutation; Hereditary neuropathy

1. Introduction with the same gene [1]. Ganglioside-induced differentiation-
associated-protein 1 (GDAPI) mutations have been associated
most frequently with an autosomal recessive axonal, intermediate
or demyelinating forms, characterised by an early onset and a
severe phenotype [2]. However, an autosomal dominant axonal
CMT (CMT2K) with a later disease onset and a milder phenotype
has been described [3]. Herein, we report the clinical and
electrophysiological features of a new dominant GDAP! pathogenic
variant (p.R226del) in two independent Spanish families.

Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease is the most common
hereditary sensory and motor neuropathy. It is characterised by
slowly progressing weakness, distal muscle atrophy, sensory loss,
and foot deformities. According to the electrophysiological features,
CMT can be divided into 3 different groups: (1) demyelinating
(MNCYV < 38 m/s), (2) axonal (MNCV > 38 my/s), or (3) intermediate
(MNCV 35-45 m/s). Over 80 genes have been implicated in CMT
and the genotype-phenotype relationships are not well understood.
While the same phenotype can be caused by different genes, the 2. Patients and methods

contrary is also true, and variable CMT phenotypes may be associated R . L .
phenotyp Y We studied two unrelated families originating from different

regions of Northern Spain and diagnosed with axonal CMT.

— } X Neurological evaluation included extensive medical and family
* Corresponding authors. Travesia A Choupana, s/n. 15706, Santiago de

Compostela, A Corufia, Spain. Fax: 981 951098. history, physical examl_n?non, and glectrophys1olog1cgl tests in
E-mail  addresses:  ainat.tania@hotmail.com (T.  Garcia-Sobrino); the proband and additional family members (pedigree A,
ssobrido@gmail.com (M.-J. Sobrido). individuals A-1I: 1, A-II:2, A-11:3, A-III:1, and A-III:2; pedigree

http://dx.doi.org/10.1016/j.nmd.2017.01.008
0960-8966/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.
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B, individuals B-I:1, B-II:2, B-II:3, B-1I:4, B-II:5, B-II:6, and
B-III:1) (Fig. 1). The degree of neurological impairment was
determined by the CMT neuropathy score (CMTNS) and divided
into mild (CMTNS < 10), moderate (CMTNS 11-20), or severe
phenotype (CMTNS 21-36) [4]. Sural nerve biopsy was carried
out in the index case of family B (B-II:2).

In the proband from each family (A-III:1 and B-II:2), genetic
analysis was carried out through Sanger sequencing of all
coding exons and flanking intronic sequences of the following
CMT genes: PMP22, MPZ, GJBI, EGR2, GDAPI, LITAF,
NEFL, MFN2, HSPBI1, HSPBS, and RAB7. Direct sequencing
of exon 5 of the GDAPI gene was carried out in additional
family members (A-1I:1, A-11:2, A-II:3, A-II1:2, B-I:1, B-II:3,
B-1I:4, B-II:5, B-II:6, and B-III:1). Suspected variants were
assessed in 178 healthy individuals from northwestern Spain
and in the most recent database of the EXAC Consortium [5].
Eight microsatellites flanking the GDAPI locus were genotyped
in affected and unaffected family members through PCR
amplification and fragment analysis in an ABI 3730 automated
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

A search for nucleotide variants in the coding regions of the
junctophilin-1 (JPHI) gene was performed as previously
described [6] in the patients B-II:2, B-II:4, B-III:1, and A-III:1.
The possible consequences of variants on splicing were
investigated using the in silico tool NNSplice.

We analysed the mitochondrial morphology in HeLa cells
by transient transfection of wild type and c.677_679delGAA
GDAPI constructs, as previously described [7]. The wild-type
and mutant GDAPI were cloned in the pCMV-HA expression
vector. Protein overexpression was carried out in 6-well plates
by plasmid transfection with FuGENE (Promega, Madison,
WI, USA). Immunofluorescence studies were performed 36 h
post-transfection. Primary mouse monoclonal antibody anti-HA
and rabbit monoclonal anti-Tom20 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) were detected with either anti-mouse or anti-rabbit
secondary antibodies coupled to Alexa Fluor 488 or 633
(Molecular Probes, the Netherlands). Sample preparations were
mounted in Fluoromount-G (Southern Biotech, Birmingham,
AL, USA) and examined using a Leica TSC SP Confocal
System (Leica, Wetzlar, Germany).

3. Results
3.1. Genetic analyses

A heterozygous in-frame GAA deletion in exon 5 of the
GDAPI gene was identified in 10 patients (Fig. 1), predictably
resulting in a missing arginine at position 226 of the protein
(NM_018972.2:¢.677_679del; NP_061845:p.R226del). To the
best of our knowledge, this variant has not been described
previously in the published literature. It was neither present in
the EXAC database, nor in 356 chromosomes from Spanish
individuals without neuropathy. Microsatellite analysis within
the GDAPI region identified a common haplotype shared by all
mutation carriers of both families and absent in non-carriers
(B-1I:5) (Fig. 1A,B). No other pathogenic variants were
detected in the aforementioned genes.
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Mutational analysis of the JPHI gene revealed three
annotated nucleotide variants in heterozygosis: rs140054578 in
B-II:2; rs6981082 in B-II:2 and B-II:4; and rs79004031 in
A-III:1. Additionally, a novel change c¢.1259-68C>T was
identified in patients B-11:4 and A-III:1. No JPH | changes were
observed in B-III:1. No missense or nonsense changes were
detected in the JPHI gene; rs140054578 is a synonymous
variant; rs6981082 and ¢.1259-68C>T are intronic changes;
and rs79004031 is a splice region variant (c.1139 + 6T>G;
minor allele frequency: MAF [C]: 0.08). NNSplice predicted
that the variant rs79004031 would not affect splicing.

3.2. Clinical features and electrophysiology

Ten patients from two families carrying a heterozygous
GDAPI p.R226del variant were identified (Fig. 1A,B and
Table 1). Symptom onset was at 39.5 (8.5-55.5) years. Distal
lower limb weakness, foot deformities, cramps, and an unsteady
gait were the most common initial symptoms.

Both index cases (A-III: 1 and B-I1:2) had onset in childhood,
however, with a variable degree of severity in their third decade
of life. A-IIl:1 had a medical history of surgery for foot
deformity. Both patients complained of lower limb weakness,
muscular atrophy, pes cavus, and clumsiness. When the index
cases were in their thirties, a neurological examination showed
lower and upper limb weakness (proximal and distal in A-II1:1;
only distal in B-II:2), areflexia, and peroneal and intrinsic hand
muscle atrophy. Sensory loss was evident in the feet and hands.
In addition, both probands complained about postural hand
tremor. A moderate and mild CMTNS score was evident,
respectively (Table 1).

Patient A-II:1 was evaluated at 74 years of age. His medical
history revealed degenerative arthrosis and cerebrovascular
small vessel disease. He had lower limb wasting, cramps, and
paraesthesia starting at 50 years. However, he reported having a
somewhat unsteady gait since age 25; thus, disease duration
was likely longer. Neurological examination showed proximal
upper limb and distal lower limb weakness, areflexia, and
peroneal atrophy. All sensory modalities were decreased and he
showed a sensory ataxia. He had a severe CMTNS score.

Patient A-11:3 was 72 years old upon examination. While she
complained only of leg cramps, clinical examination revealed
intrinsic hand and distal lower limb muscle atrophy, mild feet
extension weakness, and areflexia. Patients B-I1:3 and B-II:4,
aged 45 and 43 years, respectively, reported a history of
scoliosis since childhood. Their symptoms were very mild, with
paraesthesia and leg cramps. Additionally, B-1I:4 had a postural
hand tremor since her thirties. Clinical examination showed
mild toe extension weakness and lower limb areflexia.
Abnormal nerve conduction was observed in the lower limbs in
both cases. There were four individuals at risk who did not
complain of any symptoms (A-II1:2, B-1:1, B-II:6, and B-1II:1);
however, neurological examination disclosed minor signs of
neuropathy and nerve conduction studies were abnormal
(Tables 1 and 2). Patient B-II:5 did not complain of any
symptoms and her neurological examination was normal.

Nerve conduction studies were consistent with an axonal
neuropathy (Table 2). Tibial and peroneal compound muscle
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Fig. 1. (A, B) Pedigrees of the two families with dominant GDAP/ variant (filled black symbols indicate carrier individuals) (WT: wild type). (C) Electropherograms

of mutant and control sequences.
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Table 1
Clinical features of two families (A and B) with dominant GDAP1 variant.

T. Garcia-Sobrino et al./Neuromuscular Disorders 27 (2017) 667-672

Patient Sex  Age first symptom Age  First symptom Amytrophy UL/LL  UL/LL weakness ~Sensory loss DTR UL/LL CMTNS
A-II:1 M 50 (unsteady gait at 25) 74  LL weakness No/Yes +H++ Yes/Yes 1/0 21/36
A-II:3 F 72 72 Cramps Yes/Yes —+ No/No 0/0

A-IIL:1* F 9 41 LL weakness No/Yes +H/4+ Yes/Yes 0/0 17/36
A-III:2 F Asymptomatic 40 Asymptomatic No/No —/- No/No 0/0

B-I:1 M Asymptomatic 71 Asymptomatic No/No —/— No/No 2/0 2/36
B-11:2% F Childhood 49 Clumsiness, LL weakness  Yes/Yes R ram Yes/Yes 1/0 8/36
B-I1:3 F 40 45 Paresthesia UL No/No I+ No/No 2/0 2/36
B-II:4 F 39 43 Paresthesia No/No —+ No/No 2/0 2/36
B-II:6 F Asymptomatic 29 Asymptomatic No/No /- No/No 2/0 0/36
B-III:1 F Asymptomatic 23 Asymptomatic No/No == No/No 22 0/36

Index case (*). M, male; F, female; LL, lower limbs; UL, upper limbs; weakness (slight, +; moderate, ++; severe, +++); DTR, deep-tendon reflexes (areflexia, 0;

hiporreflexia, 1; normal, 2).

action potentials (CMAPs) were reduced in four patients,
whereas the median CMAP was abnormal in only one patient.
The median nerve sensory potential was normal in most cases.
No response was recorded from the sural nerve in any of the
patients. Needle electromyography showed positive sharp
waves, fibrillation potentials, and chronic denervation in the
lower limbs. A sensory and motor axonal neuropathy was
evident in four patients (A-II:1, A-III:1, B-I:1, and B-II:2),
while an axonal sensory neuropathy limited to the lower limbs
was detected in four mildly symptomatic or asymptomatic
individuals (B-II:3, B-II:4, B-II:6, and B-III:1) (Table 2).

3.3. Neuropathology and mitochondrial morphology

A sural nerve biopsy performed in patient B-1I:2 (Fig. 2A
and 2B) showed loss of myelinated fibres, marked reduction of
large-diameter fibres, images of axonal degeneration, and groups
of regenerating axons. Bands of Biingner — un-innervated
proliferating Schwann cells — were present; however, signs of
demyelination—remyelination, such as onion bulb formations,
were not evident. Morphological mitochondria abnormalities
were not found upon examination with the electron microscope.

To test the effect of the pathological mutation on mitochondrial
dynamics, we analysed the mitochondrial morphology in HeLa
cells by transient transfection of the wild-type (WT) and GDAPI
¢.677_679delGAA constructions. In order to better understand

the different mitochondrial morphologies found, we defined 5
different patterns according to the physical distribution within
the cell: aggregated, tubular, mixed, vesicular, and fragmented.
We found that most cells expressing the full-length GDAPI
mainly showed a fragmented pattern as has been described
previously [8]. The effect of the GDAPI ¢.677_679delGAA
pathological mutation expression on mitochondrial dynamics
according to our classification was also mostly fragmentation,
but a large increase in the aggregated pattern was observed
(Fig. 20C).

4. Discussion

In two independent Spanish families with an autosomal
dominant axonal CMT, we identified the same, previously
unreported, probably pathogenic GDAPI variant consisting in
an in-frame deletion of a single arginine residue (p.R226del).
The clinical picture associated with this variant was of an
axonal motor sensory neuropathy with variable onset age. Mildly
affected patients and asymptomatic carriers had neurophysiologic
impairment of sensory nerves only. This might be due to the
natural course of the disease and probably sensory nerves being
more vulnerable to the pathologic process [9,10].

Similar to other CMT types, the main symptoms reported
by our patients were clumsiness, cramps, foot deformities, and
weakness [1,11]. Other manifestations were paraesthesia, lower

Table 2
Nerve conduction studies in the two AD-CMT2K families.
Patient Median nerve Peroneal nerve Tibial nerve Median nerve Sural nerve
CMAP DL/MNCV CMAP DL/MNCV CMAP DL/MNCV SNAP SCV SNAP SCV
A-II:1 8.9 3.6/48 3.1 6.0/38.7 0.6 7.3/37.8 NR NR NR NR
A-I1:3 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
*A-II:1 6.1 3.5/50 1.78 3.3/54 NR NR 4.15 40 NR NR
A-IIT:2 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
B-I:1 45 4.3/53 1.6 3.7/42 1.9 3.6/45 149 43 NR NR
*B-11:2 6.8 3.8/51 13 5.1/48 0.66 5.5/36 14.1 51 NR NR
B-1I:3 12.3 2.8/59 6.05 3.7/48 13.8 3.5/51 225 48 NR NR
B-11:4 16.1 2.4/61 6.2 2.8/52 14.6 2.7/51 149 56 4.6 49
B-I1:6 122 2.6/61 11.5 3.0/61 122 2.4/53 31.7 52 NR NR
B-III:1 6.6 3.5/61 5.15 4.1/57 12.9 4.5/41 32.6 52 39 47

CMAP, compound muscle action potential (mV); SNAP, sensory nerve action potential (uv); DL, distal latency (ms); MNCV, motor nerve conduction velocity (m/s);

SCV, sensory conduction velocity (m/s); NA, not available; NR, no response.
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Fig. 2. (A, B) Sural nerve biopsy of patient B-II:2, semi-thin sections. (A) Loss of myelinated fibre:

and signs of axonal degeneration can be observed. Arrows:

groups of axonal regeneration. (B) Arrowheads: bands of Biingner. (C) Mitochondrial morphology analysis of GDAP! in HeLa cells. Representative images of either
pCMV-HA-GDAP I wild-type (upper panels) or pPCMV-HA-GDAP1¢.677_679delGAA (lower panels). GDAPI overexpression showed mitochondrial localisation, as
indicated by colocalisation with the mitochondrial marker Tom20, with a predominant mitochondrial fragmented pattern.

limb and hand amyotrophy, pes cavus, and postural tremor.
Wasting at the ankle was evident in all symptomatic patients,
with heel walk more affected than toe walk, in contrast with
patients with the p.R120W mutation [12]. Nerve conduction
studies were consistent with an axonal neuropathy with lower
limb predominance.

The p.R226del variant showed wide clinical variability, both
inter- and intrafamilial, since the manifestations can vary from
asymptomatic to moderate and severe phenotype within the
same kindred. Furthermore, the identification of four
asymptomatic subjects, one of them 71 years old, suggests an
incomplete penetrance of the p.R226del variant. Broad phenotypic
variability is often observed in other CMT types and can be a
feature of other neurodegenerative diseases. The explanation
for this variability is mostly unknown and may be due to a

combination of genetic and environmental factors. There were
no environmental exposures or other factors that might plausibly
contribute to the phenotype variability in the families studied
here. While CMTNS was much higher in patient A-II:1 compared
to the other patients, his score might be overestimated. This
patient had a medical history of cerebrovascular small vessel
disease and degenerative arthrosis, both conditions that might
negatively influence his neurological evolution. Genetic modifiers
help to better understand the clinical variability observed on
monogenic neuromuscular disorders [13]. In order to test whether
genetic variants in the JPHI gene could contribute to phenotype
variability, as has been suggested [6], we screened the JPH!
gene in four patients (B-II:2, B-II:4, B-III:1, and A-III:1) for
potentially functional variants. The JPH! variants detected in
the investigated patients do not seem to be relevant for the
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activity of the protein. Two changes are located in introns,
one variant is synonymous, and another is a splice region
variant, which would not alter the splicing according to the
in silico prediction. However, we cannot rule out completely
that the JPHI variants detected do not contribute to the
phenotype. Functional studies would be necessary in order to
establish if any of these JPHI variants actually modify the
store-operated Ca*™ entry (SOCE) activity of GDAPI. Other
genetic or epigenetic factors might be contributing to modify
the clinical phenotype.

GDAPI belongs to the family of glutathione S-transferases
(GSTs) localised in the mitochondrial outer membrane, with a
role in the detoxification and reduction of reactive oxygen
species (ROS). Autosomal dominant GDAP] variants have been
shown to induce ROS production and trigger apoptosis [14-16].
The evolutionary conserved arginine residue deleted in our
patients is located at the GST domain, a hotspot for CMT2K
mutations, including two missense changes at position 226
[17]. It has also been suggested that GDAPI has a fundamental
role in mitochondrial dynamics, promoting mitochondrial fission.
In order to evaluate whether the GDAPI deletion could affect
mitochondrial dynamics, we evaluated the pattern of mitochondria
distribution in vitro by fluorescence microscopy. After introducing
the p.R226del variant in HeLa cells, we observed that cells
with the mutated allele showed a less fragmented, more aggregated
pattern, compared to the wild type. This suggests an impairment
in the fusion—fission equilibrium of the mitochondrial network,
similar to that previously detected with other GDAP/ variants
causing axonal, dominant CMT2 [8]. Niemman et al. suggested
that dominant GDAPI mutations affect mitochondrial fusion,
increase free radical formation, generate unbalanced mitochondrial
membrane potentials, and increase susceptibility to apoptosis
[14].

All previously reported dominant GDAPI mutations were
missense variants (p.R120W, p.T157P, p.Q218E, p.C240Y,
p.A156G, p.P274L, and pHI23R) [2,12,18-21]. The
p.R226del reported here in two Spanish families is the first
small in-frame deletion described as probably causal of
CMT2K. All individuals carrying the mutation share the same
haplotype, suggesting a local founder effect for p.R226del
mutation. This implies that screening for this particular variant
should be considered in patients with CMT2 if they have
Northern Spanish ancestry.

5. Conclusion

We report here a novel GDAPI variant in two unrelated
Spanish families with autosomal dominant axonal motor and
sensory neuropathy (AD-CMT2K). Familial co-segregation and
evidence of a founder effect together with data indicating a
functional effect on mitochondrial pattern strongly suggest that
the p.R226del variant is pathogenic. To the best of our knowledge,
this is the second founder GDAPI pathogenic variant reported
in Spain. Screening for GDAPI mutations is recommended in
axonal CMT, both in families with suspected autosomal recessive
or dominant inheritance.
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Mutations in the GDAP1 gene can cause Charcot-Marie-Tooth disease. These mutations are quite rare
in most Western countries but not so in certain regions of Spain or other Mediterranean countries.

This cross-sectional retrospective multicenter study analyzed the clinical and genetic characteristics
of patients with GDAP1 mutations across Spain. 99 patients were identified, which were distributed
across most of Spain, but especially in the Northwest and Mediterranean regions. The most common
genotypes were p.R120W (in 81% of patients with autosomal dominant inheritance) and p.Q163X (in
73% of autosomal recessive patients). Patients with recessively inherited mutations had a more severe
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phenotype, and certain clinical features, like dysphonia or respiratory dysfunction, were exclusively
detected in this group. Dominantly inherited mutations had prominent clinical variability regarding
severity, including 29% of patients who were asymptomatic. There were minor clinical differences
between patients harboring specific mutations but not when grouped according to localization or
type of mutation. This is the largest clinical series to date of patients with GDAP1 mutations, and it
contributes to define the genetic distribution and genotype-phenotype correlation in this rare form of
CMT.

Mutations in the ganglioside-induced differentiation-associated protein 1 (GDAPI) gene cause different forms
of Charcot-Marie-Tooth disease (CMT). Autosomal recessive mutations have been described in patients with
axonal, intermediate and demyelinating forms of the disease, while dominantly inherited mutations cause axonal
CMT'-*. These mutations are quite rare in Western countries, accounting for less than 1% of the genetically
defined CMT patients in most clinical series™°. In contrast, in certain regions of Spain and Italy, these mutations
are the most frequent cause of axonal CMT, accounting for up to 10% of the genetic diagnosis in CMT7~’.

'The GDAPI gene encodes a protein belonging to a glutathione S-transferase (GST) enzyme subfamily in chro-
mosome 8q21.1'°. GDAP1 is localized in the outer mitochondrial membrane, and is composed of two typical GST
domains at the N and C-terminal regions, two alpha loops, a single transmembrane domain, and a hydrophobic
domain. Although no GST activity has been demonstrated so far, GDAPI is involved in the regulation of mito-
chondrial dynamics and calcium homeostasis'" 2.

GDAPI autosomal recessive (AR) inherited mutations cause a severe, early onset neuropathy often leading to
wheelchair-dependency in the second or third decade. Most of these patients develop unilateral or bilateral vocal
cord paresis, and diaphragmatic weakness in the latter stages of the disease'*. It has been suggested that recessive
mutations which cause truncating proteins develop a more severe phenotype, while missense mutations may be
associated with a slightly milder course'.

On the other hand, autosomal dominant (AD) inherited mutations cause a much milder phenotype, charac-
terized by adult onset, predominantly distal involvement, and slow progression, most of these patients remaining
ambulant throughout their lives'>°. Certain clinical characteristics, like dysphonia or dysautonomia, have been
described in isolated patients, but no clear genotype-phenotype correlation has been established in AD inherited
mutations® 7.

The aim of the study is to describe the distribution of patients with GDAPI mutations across Spain and to
expand the knowledge of the clinical course and the genotype-phenotype correlation.

Results

We identified 99 patients from 46 different families harboring causative GDAPI mutations. There was no sex pre-
dominance in the series and ages ranged from 3-79 years. There were three patients in which only genetic infor-
mation was available. Nerve conduction studies were performed in 75 patients while other ancillary tests were
less frequently performed: leg muscle magnetic resonance imaging in 22 cases and sural nerve pathology in 15.

Genotype. The genetic information is recorded in Table 1. Thirteen different mutations were detected, 3
inherited in an autosomal dominant fashion and the other 10 were recessive. All had been previously reported.
The two most common mutations were AD p.R120W, and AR p.Q163X. The type of mutations was quite diverse
including 6 missense, 4 nonsense, 2 frameshift mutations and one splice-site variant. They were localized along
exons 2-6 and affected the 2 GST domains and the a-loop predominantly. A schematic diagram of the GDAP1
protein and the mutations found in this series is reproduced in Fig. 1.

The AD p.R120W was detected predominantly in families near the Mediterranean coast, while p.R226del
was found only in two families in the region of Galicia, in the Northwest of Spain (Fig. 2). The AR patients were
distributed throughout Spain, but there existed a cluster of affected individuals in the North of Spain, especially
in the Basque country and neighboring regions.

Clinical characteristics. The clinical features of the series are summarized in Table 2. Patients were sepa-
rated between AD and AR inherited mutations because all the severity scores and certain clinical features were
different between the groups.

Patients with AD inherited mutations had a mild-moderate neuropathy with variable age of onset (4-65
years). The first symptoms most commonly reported were distal lower leg weakness and cramps (83%). Foot
deformities (pes cavus, Achilles tendon contracture or hammer toes) were quite common (85.2%), but only one
patient presented scoliosis and none dysphonia or respiratory failure. Severity scores were usually between the
mild-moderate range, and 28.6% considered themselves asymptomatic. There was important clinical variability
regarding severity scores even between family members as can be seen in the pedigree of Fig. 3. Three patients
died during follow-up, but the cause of death was not related with the neuropathy.

Patients with AR inherited mutations suffered a severe early onset neuropathy (0-12 years) causing a great
disability. Most of the patients were wheelchair-bound before age 20, and only three patients older than 40 years
remained ambulant. Dysphonia was present in more than half of the AR patients and appeared usually in the
second decade (9-35 years). Respiratory dysfunction was also quite common, and 19.5% of the patients required
non-invasive ventilation (29-47 years). Intra-familiar variability was not prominent, although most were sporadic
patients. Six patients died, two because of cardiovascular events, one of hepatic cirrhosis, and three due to infec-
tions that could be related to the severe disability inherent to the disease course.
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Dominantly inherited
€358C>T pRI20W Missense 3 GST-N |47 15 Widespread g:ﬁ“““‘ R,
677_679del pR226del Deletion 5 GST-C |10 2 Galicia Clarcly Sobrino T
cA69A p.T157P Missense 3 a-loop |1 1 Asturias gf‘ﬁm““‘ R
Recessively inherited
North of Spain, \
c487C>T/c487C>T p.QI63X/p.Q163X Nonsense 4 a-loop |22 15 Basque region. | Cuesta A etal
.487C > T/c.863insA PQIGIX/pT28ENEX3 | Romsensel 4/ acloop |2 1 Valencia Cuesta A, etal.!
Nonsense/ . ! ;
c487C>T/c1031T>G Pp.QI63X/p.L344R ¥ — 4/6 a-loop |1 1 Cadiz Sivera R, et al.
c487C>T/c581C>G P-Q163X/p.S194X Nonsense 4/5 a-loop |4 2 X::f:icai:’ Cuesta A, et al.!
€487 C > T/c.342_345del P.Q163X/p.E114fsX145 | Nonsense 4/3 ocloop/ | 1 Pais Vasco Cl“’?"““"‘ R,
GST-N etal.
581C>G /c.863insA S194X/p T288NfsX3 | Nonsense/ 56 |aloop |2 2 Valencia Claramunt R,
8 : P P Frameshift STOP P etal?
172_173delins TTA/c.311-1G > A | PPIABX4/splicing Frameshift STOP/ | 5005 | GsT-N® | 1 1 Alicante Sevilla T, et al
variant No effect
c844C>T/c844C>T p.R282C/p.R282C Missense 6 GST-C |2 1 Leén Nelis E, et al.”!
C.863insA/c.863insA pT288f5X3/p.T288(5X3 | Frameshift STOP | 6 oloop | 1 1 Valencia Cuestadetal.
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. Madrid/ Bouhuche A,
€233C>T/c233C>T p.P78Lp.P78L Missense 2 GSTN |2 1 M ot

Table 1. Genotype distribution and effects. GST-N: glutathione S-transferase domain in the N-terminal region,
GST-C: glutathione S-transferase domain in the C-terminal region.

AR .P153L p-Q235X
PRSINS p.Q163X p.R282C
pP78L  pEl14£sX145 p-5194X p.T288NfsX3 p.L344R

Exon 4 | Exon 5|

AD p-R120W .T157P p-R226del

Figure 1. Localization in the GDAPI gene of the mutations detected. AD: Autosomal dominant, AR:
Autosomal recessive, in blue: missense mutations, in red: truncating mutations.

Nerve conduction studies.  The electrophysiological findings are detailed in Table 3. In AD patients there
was a decrease of CMAP and SNAP amplitudes with normal conduction velocities, corresponding to a mild
axonal motor and sensory neuropathy. Of the 12 clinically asymptomatic patients that underwent nerve con-
duction studies, in 8 we detected a decrease in SNAP of the sural nerve and/or CMAP of the peroneal nerve. The
other 4 asymptomatic patients had normal nerve conduction studies, but 3 of them had detectable abnormalities
in needle electromyography (large polyphasic motor unit action potentials in distal lower limb muscles with no
spontaneous muscular activity), while it was not performed in the other patient.

In AR patients the decrease in CMAP and SNAP was much more marked, as were the number of nerves that
were unexcitable when explored. These findings were more severe in the lower limb nerves; in fact all patients
over 25 years had unexcitable sural and peroneal nerves. Conduction velocities were generally not reduced except
in nerves with very low amplitudes (Fig. 4b). In these cases, when conduction velocity was measured to proximal
muscles, it was always within the normal range.

Muscle magnetic resonance imaging. Lower limb muscle magnetic resonance imaging findings are
detailed in Table 4, and representative images are shown in the supplementary Figure S1. It was performed in 22
patients, 19 of them harboring the AD p.R120W mutation. In those patients the findings were in concordance
with that previously reported including fatty infiltration with a distal to proximal gradient'®. In 3/5 clinically
asymptomatic patients, there was detectable fatty substitution in the intrinsic foot muscles and in 2/5 also in the
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Figure 2. Patient distribution throughout Spain AD: Autosomal dominant, AR: Autosomal recessive, light blue
diamond: patient with the AD p.R120W mutation, dark blue diamond: patient with the AD p.R226del mutation,
medium blue diamond: patient with the AD p.T157P mutation, red square: patient with AR mutations. The

map was created with SimpleMappr, an online tool to produce publication-quality point maps. [Retrieved from
http://www.simplemappr.net. May 24, 2017]; Shorthouse, David P. 2010.

n 58 41 99

families 18 28 46

Sex (M/F) 25/33 24/17 49/50

Age at Lrst visit 42.1 yrs (8-79) 27.2yrs (3-54) 36.4yrs
Follow up* 7yrs 9.9yrs 8.4yrs

Age of independent walking” 12 months 15.2 months 13.3 months
Age of onset” (range) 23.8 yrs (4-65) 2.5yrs (0-12) 13.4yrs
Asymptomatic (%) 16 (28.6%) 0(0%) 16 (16.7%)
Sensory symptoms 32(57.1%) 30 (76.9%) 62 (65.3%)
Motor symptoms 36 (64.3%) 39 (100%) 75 (78.9%)
Autonomic symptoms 0 7 (18.4%) 7(7.4%)
CMTNS’ 7.3 (0-26) 22(8-32) 13.6
CMTES® 4.6(0-21) 15.8 (4-23) 8.9

FDS" 1.3 (0-6) 5.2(2-7) 28
Wheelchair-bound (%) 0 30 (75%) 30 (30.9%)
Age wheelchair (yrs) NA 15,1 (7-52) 15,1 (7-52)
Distal deformities (%) 46 (85.2%) 35(92.1%) 81 (88%)
Dysphonia (%) 0 22 (56.4%) 22(23.7%)
Respiratory failure (%) 0 21 (52.5%) 21 (212%)
Scoliosis (%) 1(1.9%) 22 (56.4%) 23 (23.7%)
Death (%) 3(5.2%) 6(14.6%) 9(10%)
Age of death” (yrs) 72 (64-82) 55.7 (42-71) 61.1 (42-82)

Table 2. Clinical characteristics. *Mean values, AD: Autosomal dominant, AR: Autosomal recessive, yrs: years,
CMTNS: Charcot-Marie-Tooth neuropathy score, CMTES: Charcot-Marie-Tooth examination score, FDS:
functional Disability Scale, yrs: years, NA: Not applicable. For the % values only the patients with available
information were included.

muscles of the calf. In the 2 asymptomatic patients with normal muscle MRI, the muscles of the feet were not
studied. In the calf, the muscles of the posterior compartment (soleus > gastrocnemius) were affected earlier and
more severely than those of the anterolateral compartment.

MRI was performed in two patients with the AD p.R226del mutation. In one symptomatic patient there were
detectable abnormalities consisting in fatty infiltration with a distal to proximal gradient, and the same pos-
terior > anterolateral pattern in the calf. The other was asymptomatic, although minor abnormalities could be
detected in the clinical examination. The muscle MRI in this patient was normal in the calf and thigh muscles,
but the feet were not studied.
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* Absentankle jerk.
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Figure 3. Clinical variability in a family harboring the AD p.R120W mutation. yrs: years, LL: Lower limbs,
CMTNS: Charcot-Marie-Tooth neuropathy score, CMTES: Charcot-Marie-Tooth examination score.

One patient with an AR p.Q163X/p.L344R mutation also underwent muscle MRI testing. He was the AR
patient with the less severe phenotype (CMT neuropathy score - CMTNS: 12, Functional disability score - FDS:
2, age 49 at the time of the MRI) and there was complete fatty substitution of the muscles in the feet and posterior
compartment of the calf, but in the anterolateral muscles of the calf and the thigh muscles, fatty infiltration was
only partial.

Nerve pathology. Sural nerve biopsy was performed in 15 patients, 8 with AR and 7 with AD inherited
mutations. Representative images are shown in the supplementary Figure S1. The pathologic characteristics of
7 of these patients had been previously been reported, and are similar to the other 8 patients” '* !5, The main
findings were concordant with an axonal neuropathy (depletion of myelinated fibers, myelin thinning, and rather
frequent regenerative clusters) with minor myelin abnormalities (abnormal myelin foldings and occasional onion
bulb-like formations). The fiber loss was especially prominent in AR patients.

Genotype-phenotype correlation. The most important genetic factor that influenced the phenotype was
the mode of inheritance. Certain clinical features like the presence of dysphonia and respiratory dysfunction were
only present in patients with AR inheritance and scoliosis was more frequent in patients with AR inheritance
(p <0.001) (Table 2). In this group, 75% of the patients were wheelchair-bound at a median age of 15 years. By
contrast none in the group of AD inheritance lost ambulation with a median follow-up of nearly 7 years. The
presence of any kind of neuropathic symptoms was more frequent in patients with AR inheritance, as were higher
severity scores in any of the scales employed (p < 0.05). In Fig. 4a the CMTNS scores of the first examination in
both groups can be compared. With a logistic regression model, the only co-variables that could independently
predict a higher CMTNS score were the mode of inheritance: OR 38, CI 95% [4-474.2] and the disease duration
OR 1.1 CI 95% [1.05, 1.19].

Regarding the patients with AD inheritance, we detected minor clinical differences between the two most
frequent mutations. The members of the two families with the p.R226del mutation had a slightly milder disease
course. Also, in the p.R120W mutation ankle extensors and flexors were affected to a similar degree (3.9 and 3.7
mean MRC scores respectively) while in those with the p.R226del mutation weakness was more marked in ankle
extension (4.3 and 4.7 mean MRC scores).

In the patients with AR inherited mutations no clinical differences could be detected when grouping patients
according to localization of the mutation or mutation type. Neither could we detect any statistically significant dif-
ference in age of onset, years to wheelchair, or other severity scores between patients with ‘truncating’ mutations
and those with two missense mutations. In patients with the same mutation, clinical variability regarding severity
was not prominent. Regarding specific mutations, the only two patients with the homozygous p.R282C mutation
seemed to have a milder clinical course, as did the only patient compound heterozygous for the p.Q163X and
p.L344R mutations.

Discussion

This multicentric cross-sectional study provides information about 99 patients with CMT caused by GDAP1
mutations. In Spain the relative frequency of GDAPI mutations has been reported to be as high as 13% of the
genetically defined CMT in certain regions’. Patients in this series were distributed throughout Spain, and in
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n 48 28 76

AgeNCS’ 38.5yrs (8-82) 20.2 yrs (2-48) 30.8yrs
gié?“ COUISE g yrs 173yrs 17.6yrs
Ulnar CMAP" 10.7mV (0.9-20.6) 3.8mV (0.1-9.1) 9.5mV

Ulnar MCV* 58.4m/s (47.3-68) 43.9m/s (42-57.6) 55.4m/s

% Unexcitable 0/27 (0%) 12/19 (63.2%) 12/46 (26.1%)
Median CMAP® | 9.7mV (3.2-23.4) 2mV (0.4-11.7) 7.6mV
Median MCV* 56.6m/s (48-69.1) 42m/s (30.4-66.7) 53.4m/s

9% Unexcitable 0/39 (0%) 11/23 (47.8%) 11/64 (17.2%)
Peroneal CMAP' | 4.8mV (0.3-11.9) 0.5mV (0.3-0.6) 45mV
Peroneal MCV" | 44.8m/s (38-61) 40.1m/s (40.1) 44.7m/s

9% Unexcitable 7147 (14.9%) 18/20 (90%) 25/67 (37.3%)
Ulnar SNAP* 10.7 uV (1.4-27) 2.1V (0.2-6.1) 85V

Ulnar SCV* 484m/s (347-647) | 46.1m/s (34.3-55.7) | 47.8m/s

9% Unexcitable 2/22(9.1%) 8/14 (57.1%) 10/36 (27.8%)
Median SNAP ' | 114V (1.6-32.6) 3.5V (0.2-16) 9.2V
Median MCV* 47.7m/s (36.3-65.1) 40.8m/s (30.4-53) 45.7m/s

9% Unexcitable 4/39 (10.3%) 14/26 (53.8%) 18/65 (27.7%)
Sural SNAP" 550V (0.7-13.9) 4,81V (2.6-7.2) 550V

Sural SCV* 43.1m/s (29-65.9) 46.8m /s (43.9-49.6) |43.4m/s

9% Unexcitable 18/46 (39.1%) 19/22 (86.4%) 37/68 (54.4%)

Table 3. Motor and sensory nerve conduction studies. *Mean values, AD: Autosomal dominant, AR:

Autosomal recessive, NCS: Nerve conduction studies, CMAP: Compound muscle action potential, MCV: motor
conduction velocity, SNAP: Sensory nerve action potential, SCV: sensory conduction velocity, yrs: years, mV:
millivolts, uV: microvolts. For the % values only the patients with available information were included.
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Figure 4. (a) Dispersion chart of the CMTNS scores and ages in the first examination of patients with AD and
AR inherited mutations. (b) Dispersion chart of the CMAP of the median nerve the motor conduction velocity
in patients with AD and AR inherited mutations. AD: Autosomal dominant, AR: Autosomal recessive, CMTNS:
Charcot-Marie-Tooth neuropathy score, CMAP: Compound muscle action potential.

most centers comprised the first cause of CMT2, excluding GJBI mutations. This contrasts with the scarcity of
these mutations in most Western Countries, accounting for less than 2% of the genetically defined patients in
series from the United Kingdom, Germany, United States, and also in the cohort of patients from the Inherited
Neuropathies Consortium™®'*2°, On the other hand, there have been reports of regional Italian clinical CMT
series that found frequencies of GDAPI mutations of > 7%, and after analyzing a group of patients referred to the
Medical Genetics Unit of the University of Genoa, the authors conclude that GDAPI mutations should be the first
genetic diagnosis to be considered in an Italian patient with CMT2%°. Further information about the relative fre-
quency of GDAPI mutations in the South of France and other countries of the Mediterranean coastline (Greece,
Turkey, Morocco, etc.) will be needed to clarify the geographical distribution of these mutations.
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p R120W 71 A 0% 2 2 2 4 4 4 NP
p R120W 51 A 1% NP 0 0 0 0 0 NP
p R120W 50 5 2% NP 0 0 0 0 0 NP
p R120W 23 3 3 3 2 3 0 0 1 NP
pR120W 37 A 3 3 0 0 0 0 0 NP
pR120W 49 10 4% 3 2 2 0 0 0 NP
pR120W 56 A 4 NP 0 0 0 0 0 NP
p R120W 52 34 4% 4 4 4 1 2 2 NP
p R120W 40 A 5 2 1 1 0 0 0 NP
p R120W 38 6 7 3 1 2 0 0 1 NP
p R120W 27 21 8 NP 4 4 0 1 0 1
pRI120W 68 18 9 4 4 4 2 3 3 1
pRI120W 24 12 10 2 1 1 0 0 0 NP
pR120W 20 6 10 4 4 4 2 3 3 3
p R120W 32 23 1% 4 3 4 0 1 1 NP
p R120W 58 43 11% 4 4 3 3 1 2 2
p-R120W 31 18 13 4 3 3 2 2 3 NP
p R120W 55 50 17 4 4 4 4 4 4 3
pRI20W 73 48 26 4 4 4 3 4 3 3
p-R226del 55 50 8 3 4 3 3 2 2 2
p-R226del 45 A 2 NP 0 0 0 0 0 0
p-Q163X/p.L344R 49 37 12 4 4 4 4 3 3 3

Table 4. Muscle magnetic resonance imaging of the lower limbs. CMTNS: Charcot-Marie-Tooth neuropathy
score, IFM: Intrinsic foot muscles, DPC: Deep posterior compartment of the calf, AC: Anterior compartment of
the calf, LC: Lateral compartment of the calf, A: Asymptomatic, *CMTES score values, NP: Not performed.

In Spain, the high frequency of GDAPI mutations among CMT2 patients is in part due to the high frequency
of two mutations. The p.R120W substitution accounted for 81% of AD patients and was detected mostly in the
Mediterranean basin, while p.Q163X was detected either as a homozygous or compound heterozygous mutation
in 73.2% of AR patients, especially in the North/Northwest of Spain. Both of these mutations had been studied
previously with haplotype analysis and postulated as having a founder effect in the region, although they have
been detected in families in other European and American countries™'® >,

Regarding the phenotype, the most important factor that influences the clinical characteristics of these
patients is the mode of inheritance (Table 2). The patients with AR inherited mutations have a more severe course
and certain clinical features like dysphonia and respiratory dysfunction were exclusively found in this group'> 5.
In fact when the CMTNS scores of the series were modeled with a logistic regression analysis, the only factor that
could independently predict higher CMTNS scores apart from disease evolution was AR inheritance. Although
AR patients had a more severe course as a group, there existed a certain overlap between the severity scores when
grouped by the inheritance pattern (Fig. 4a).

For example, there were two AR patients with a milder phenotype than the rest of the cohort (CMTNS scores
of 12 and 16 at ages 49 and 46 respectively). The latter is still ambulant with crutches at 56 years of age, and
harbors the homozygous missense p.R282C change. This mutation has only been detected in him and his sister,
who has a slightly more severe phenotype and became wheelchair-bound only at age 52. The other patient was a
compound heterozygous for p.Q163X and p.L344R, and remained ambulant with orthosis until his death due to
hepatic cirrhosis at age 55. Even taking into account these outliers, when the clinical characteristics or severity
scores were compared according to the localization of the mutation or mutation type, no differences could be
established. It has been reported that patients with two ‘truncating’ mutations have a more severe phenotype than
those with two missense mutations, but when we compared age of onset, years to wheelchair or other impairment
scores we could not replicate these findings'*.

In patients with AD inheritance, phenotypic variability regarding severity was prominent, even within affected
members of the same family. There are three AD patients with a severe neuropathy according to CMTNS, one of
them needing a walker for ambulation; while 28.6% considered themselves asymptomatic, two of them older than
70 years. The factors that influence this variability are largely unknown, but the search for genetic modifiers in
this disease led to the detection of a concomitant junctophilin-1 (JPH1) change which modified GDAP1 function
in one of the families with the p.R120W mutation included in this series*’. JPH1 substitutions have been detected
in two other families, one of them is represented in Fig. 3 where the moderately affected siblings have inherited
a change in JPHI from their mother, and the p.R120W GDAPI mutation from their practically asymptomatic
father (in press). In any case, important clinical variability can be found in at least 6 other families with the
p-R120W mutation and no concomitant changes in JPHI have been detected.

Minor differences could be established between the phenotype in the p.R226del and p.R120W mutations
but these have to be interpreted in the context of the clinical variability inherent to this disease. In the p.R120W
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mutation ankle flexion weakness could be detected as soon as ankle extension weakness, and fatty substitution
predominated in the posterior compartment of the calf, while in the p.R226del mutation the MRI findings were
similar in the symptomatic patient, but in the clinical examination ankle extension weakness predominated. In
any case the description of more patients will be necessary to confirm these findings.

Autosomal dominant GDAPI mutations have been described as having an incomplete penetrance, but in this
series all asymptomatic patients had detectable abnormalities in clinical examination or ancillary testing except
one. Of the 16 asymptomatic patients 9 had abnormalities in the examination, 11/12 in the electrophysiological
studies and 3/6 in the MRI. The only patient that had normal examination and ancillary tests did not undergo
needle electromyography or feet MRI, which are the most sensitive tests in this series. This is in keeping with the
findings in the Italian p.Arg120Gly mutation where the phenotypic variability mimicked a reduced penetrance,
but electrophysiological studies were unequivocally abnormal in affected patients®.

These findings enhance the complexity of the clinical phenotype and of predicting the clinical course in GDAP1
mutations. This last can be especially challenging, but is necessary for the development of future clinical trials. In
this regard there are several considerations that are important in this CMT subtype. In AR patients the severity of
the phenotype determined that the scales employed could not adequately assess disease progression except in the
first or second decade, as afterwards there was a clear ceiling effect in both the CMTNS and FDS scales. In these
patients ancillary testing could contribute scarcely as MRI of the lower limbs was affected to a great degree and the
rate of change in these patients would be difficult to interpret. In AD patients, apart from the intra-familiar varia-
bility, the analysis of the available longitudinal information shows that the change rate of CMTNS per year in one
same patient can be quite variable (data not shown). The responsiveness to change probably could be improved if
the CMTNS version 2, or the Rasch-wheighted CMTNS version 2 scores had been used, but this was impossible as
radial nerve conduction studies were available for only a minority of the patients®. In any case, taking into account
the rarity of this CMT subtype, and the intra-familiar variability, more objective measures of disease progression
will be necessary, like the MRI biomarkers that have already been developed for CMT1A.

This is the largest clinical series of CMT patients with GDAPI mutations and it contributes to expand the
knowledge of the genetic distribution and genotype-phenotype correlation of this disease.

Methods

Subjects.  This cross-sectional retrospective observational study included all CMT patients with causative
GDAPI mutations evaluated at 14 centers throughout Spain during the 2000-2016 timeframe. 74 Patients were
selected from a nationwide register of hereditary neuropathies including 1405 patients, 307 of them defined as
CMT2. This registry was developed in 2012 being part of the Spanish Registry of Neuromuscular Diseases project
(NMD-ES). After a call for patients in the Neuromuscular Work Group of the Spanish Neurology Society (SEN), 25
other patients were identified. All patients included have signed an informed consent form specific for the NMD-ES
registries which was approved by the Ethics Committee of the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Genetic, demo-
graphic, clinical, electrophysiological, and pathologic information was evaluated. Only genetically confirmed
patients were included. All experiments were performed in accordance with relevant guidelines and regulations.

Mutational analysis. Mutation analysis of the GDAPI gene (NM_018972.2) was performed mostly in the
same center as previously described using an Applied Biosystems 3730x] DNA analyzer (Foster City, CA, USA)".
To investigate the novelty of the identified variants, the following databases were consulted: dbSNP (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/SNP), ESP6500 (http://evs.gs.washington.edu/EVS/), ExAC (http://exac.broadinstitute.org/),
and CSVS (http://csvs.babelomics.org/). In silico analysis was performed to predict the pathogenicity of the novel
variants, using SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg/) and PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) algo-
rithms for missense changes and NNSPLICE v0.9 (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) for splicing
alterations. Whenever possible, segregation analysis was performed.

Clinical assessments. A standardized history and symptom questionnaire was employed to collect the basal
information. Clinical examinations included strength using the standard Medical Research Council (MRC) scale,
pinprick and vibratory sensory loss, reflexes, as well as a general and neurologic examination. Severity of the
neuropathy was evaluated with the CMT neuropathy score version 1 (CMTNSv1) as a significant proportion of
these patients had not undergone the neurophysiologic radial nerve testing which is mandatory for the CMTNS
version 2?¢%’. The CMT examination score (CMTES) was used for patients without nerve conduction studies.
The functional disability scale (FDS), which grades the functional impairment from 0-8, was used to measure the
disability status®. Respiratory dysfunction was defined by standard spirometry values in each center.

Nerve conduction studies. Motor and sensory nerve conduction velocities (NCVs) were performed using
standard techniques. Temperature was controlled during the procedure and kept at more than 32 °C. Compound
muscle action potential amplitudes (CMAP), sensory nerve action potential amplitudes (SNAP), conduction
velocities and distal latencies were recorded.

Muscle magnetic resonance imaging (MRI). MRI was performed on the feet and distal legs. The protocol
employed was the same as described previously, and fatty substitution was graded from 0 to 4 as follows: 0, no fat
signal in muscle; 1, some fatty streaks; 2, fat occupying a minor part of muscle; 3, similar amount of fat and muscle
tissue; 4, fat occupying the greater part of muscle'®?. The muscles in the calf were grouped according to 4 ana-
tomical compartments: anterior compartment (tibialis anterior, extensor hallucis longus, and extensor digitorum
longus), lateral compartment (peronei longus and brevis), superficial posterior compartment (soleus and gastroc-
nemius), and deep posterior compartment (tibialis posterior, flexor digitorum longus, and flexor hallucis longus).
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Nerve pathology. Sural nerve biopsy was performed before the genetic diagnosis was confirmed, or for
investigational reasons after specific informed consent. Sections were evaluated under a light microscope, and
morphometric data was analyzed when available'®.

Statistical studies. Patient characteristics, data from clinical examination, electrophysiological, examina-
tion and physical disability were analyzed using descriptive statistics with the program R (version 3.3.3), the
ordinal package (version 2015.6-28) and brglm (0.5-9). A logistic regression model was developed to determine
the co-variables that could predict a higher CMTNS score.

Data Availability. The datasets generated during and/or analyzed during the current study are available from
the corresponding author on reasonable request.
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Characterising the phenotype and mode of
inheritance of patients with inherited peripheral
neuropathies carrying MME mutations
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ABSTRACT

Background Mutations in the metalloendopeptidase
(MME) gene were initially identified as a cause of
autosomal recessive Charcot-Marie-Tooth disease type
2 (CMT2). Subsequently, variants in MME were linked to
other late-onset autosomal dominant polyneuropathies.
Thus, our goal was to define the phenotype and mode of
inheritance of patients carrying changes in MME.
Methods We screened 197 index cases with a
hereditary neuropathy of the CMT type or distal
hereditary motor neuropathy (dHMN) and 10 probands
with familial amyotrophic lateral sclerosis (fALS) using
a custom panel of 119 genes. In addition to the index
case subjects, we also studied other clinically and/or
genetically affected and unaffected family members.
Results We found 17 variants in MME in a total of

20 index cases, with biallelic MME mutations detected
in 13 cases from nine families (three in homozygosis
and six in compound heterozygosis) and heterozygous
variants found in 11 families. All patients with biallelic
variants had a similar phenotype, consistent with late-
onset axonal neuropathy. Conversely, the phenotype of
patients carrying heterozygous mutations was highly
variable [CMT type 1 (CMT1), CMT2, dHMN and fALS]
and mutations did not segregate with the disease.
Conclusion MME mutations that segregate in an
autosomal recessive pattern are associated with a late-
onset CMT2 phenotype, yet we could not demonstrate
that MME variants in heterozygosis cause neuropathy.
Our data highlight the importance of establishing an
accurate genetic diagnosis in patients carrying MME
mutations, especially with a view to genetic counselling.

INTRODUCTION

“One of the most common inherited neurological
disorders, Charcot-Marie-Tooth (CMT) disease, is
clinically and genetically heterogeneous, with more
than 90 disease-causing genes identified to date
(http://neuromuscular.wustl.edu).  Phenotypically,
CMT is traditionally divided into demyelinating
[CMT disease type 1 (CMT1)] or axonal [CMT
disease type 2 (CMT2)] forms, the former lending
itself to genetic characterisation in more than 90%
of cases.'™ By contrast, in the majority of patients
with the axonal form, no gene mutations have been

4,5,12,13
2,13

identified that may account for their disease and
causal genes still remain largely unknown.'” The
most frequent clinical CMT phenotype involves
the development of progressive distal weakness and
sensory loss in the first two decades of life.* Onset
after the age of 40 is unusual and most late-onset
forms are considered to be CMT2.’ Diagnosing
late-onset hereditary neuropathies is challenging
as incomplete penetrance and small family size are
frequently problems that hinder the identification
of patients with genetic neuropathies. Suspected
hereditary causes are even more difficult to define
in sporadic cases and in fact, it is not infrequent for
such cases to be considered as chronic idiopathic
axonal polyneuropathy (CIAP) or chronic demye-
linating neuropathies (CIDDs).” ©

In recent years, mutations in the metalloendo-
peptidase (MME) gene were identified as the cause
of late-onset autosomal recessive (AR) CMT2 in
some Japanese patients.” Likewise, several cases of
autosomal dominant (AD) late-onset neuropathies
in European and American families were linked
to MME variants.® Here, we present data from a
series of patients with CMT, distal hereditary motor
neuropathy (dHMN) and familial amyotrophic
lateral sclerosis (fALS) without genetic diagnosis,
but who were studied using a panel of 119 genes
causing neuropathy and/or ALS. The aim of this
study was to shed light on the phenotype and mode
of inheritance of the neuropathies caused by MME
mutations.

MATERIALS AND METHODS

Patients and samples

We screened 197 index cases with CMT/dHMN
and 10 patients with fALS using our custom panel
of 119 genes (Neuro119: online supplementary
table 1). Capture-based target enrichment was
performed using custom probes and the SureSe-
lectQXT kit (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, USA) suitable for Illumina sequencing
(Illumina, San Diego, California, USA). All the
patients were examined by experienced neurolo-
gists at six different Spanish hospitals. In most of
the patients with CMT, a PMP22 duplication or
deletion and mutation of the most frequent genes

BM)
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associated with these conditions (MPZ, GJB1 and GDAP1) had
been ruled out. In patients with fALS, COORF72 expansion had
been discarded. After sequencing the panel of genes, the clin-
ical data and genetic findings from 20 families and 26 affected
individuals carrying mutations in the MME gene were studied
in more detail. In addition, 44 unaffected family members were
included in this study for segregation analysis and/or for clinical
assessment. In one family, peripheral blood derived mRNA was
also characterised to assess MME splicing. In addition, muscle
MRI was performed on five patients, obtaining standard axial
sections at the level of the hip, thigh, lower leg and feet, as
described previously.” Sural nerve biopsy was also performed
on one individual (patient F4/II:1) when he was 53 years old.
Written informed consent was obtained from all the patients
included in this study. All the studies were carried out in accor-
dance with the Helsinki declaration regarding experimentation
on humans (World Medical Association, 1964).

Genetic analysis

Candidate variants were selected by excluding all variants with
a minor allele frequency (MAF) higher than 1% in control
databases (ESP6500, 1000G, EXAC and gnomAD). In addi-
tion, novel or less frequent nucleotide changes in coding exons
(synonymous, missense, non-sense, frameshift and indels) and
those affecting splice sites were prioritised. To predict the effects
of the mutation on the protein, we generated a prediction score
by running the following algorithms and programs: PROVEAN,
SIFT, PolyPhen-2, GERP and PhyloP. After the initial filter
process, interpretation of the variants was performed following
the American College of Medical Genetics guidelines.'” Candi-
date variants were validated by Sanger sequencing and they were
tested for segregation analysis where possible.

RESULTS
In a total of 20 unrelated case subjects, 17 variants of MME gene
were identified with the Neuro119 gene panel (table 1).

Families with biallelic mutations
Segregation analysis confirmed biallelic mutations in the MME
gene in all 13 affected individuals from nine families (F1-F9) in
which no consanguinity was reported (figure 1). In these nine
families, 18 of the 27 healthy individuals examined carried a
heterozygous MME change (figure 1); yet, no asymptomatic
carriers of biallelic changes were found. The average age of the
patients with biallelic mutations was 57 and the age of those
carrying heterozygous changes was 60, while the average age
of the non-carriers was 55. In total, we detected 11 different
variants in the nine families with biallelic mutations, seven of
which were not present in any of the control population data-
bases consulted (table 1). Patients who carried the c.466delC
change lived in the northwest of Spain, while those carrying
the ¢.1342C>Tsubstitution lived in the southeastern area,
suggesting two independent founder events in our population.

In family 9, the ¢.1666C>T (p.Pro556Ser) variant was not
found in either parent, suggesting that this mutation occurred de
novo (figure 1, table 1). The analysis of MME mRNA extracted
from one patient’s peripheral blood (F4/II:2) revealed that the
novel splice donor change ¢.196+1G>A caused the skipping of
exon 2 (online supplementary figure 1), predicting an in-frame
deletion variant (p.Asp54_Ser65del).

The Human Genome Variation Society (HGVS) nomenclature
and RefSeq accession number NM_000902 were used for the
description of genetic mutations identified in MME. Prediction

and the conservation score was calculated according to algo-
rithms and programmes shown in the online supplementary
table 2 (ie, for the prediction and conservation score, values of
0/3, 1/3 and 1/2 estimate a tolerated effect on the protein, while
values of 2/3-3/3 and 2/2 estimate a deleterious effect).

The clinical features and electrophysiological findings of all
13 patients are summarised in tables 2 and 3. The age at onset
ranged from 35 to 73 years (median age of 44 years) and all
the patients developed slowly progressive weakness and atrophy,
which commenced in the distal lower limbs and spread to the
distal upper limb muscles over a period of some years. The
symptoms at the beginning of the disease were mainly motor,
involving cramps and very frequent muscle contractures,
although sensory symptoms were also prominent in the most
evolved patients. Most patients needed assistance with walking
within a few years of clinical onset.

There were several particularities among our patients that are
worthy of further attention. Patient F1/II:1 had long-standing
diabetes mellitus (DM) and a renal failure that required dialysis.
His neuropathy developed after the age of 40 and it was first
attributed to his DM; yet, a genetic cause was later considered
due to the progressive atrophy in the limbs. Patients F2/II:5 and
F4/11:2 were both diagnosed with CIDP, although treatment with
different immunosuppressive and immunomodulatory therapies
did not produce any clinical improvement. A nerve biopsy from
patient F4/I1:2 showed a loss of multifocal myelinated fibres of
all diameters (data not shown). The clinical evolution of these
patients generated suspicion of a genetic cause and furthermore,
a second affected patient in family F2 was later found.

In two families (F6 and F7), there was a history of dementia,
with the mother (F6/I:2) and maternal aunt (F6/I:3) of patient
F6/I1:4 having been diagnosed with Alzheimer’s disease. The
onset of dementia occurred in the eight decade of life and
neither of them developed symptoms of neuropathy. The mother
(F6/1:2) carried a change in MME that was detected in heterozy-
gosis, whereas the aunt F6/I:3 had no change in MME. Patient
F7/11:1 developed both neuropathy and dementia, commencing
at the age of 40 and 67 years of age, respectively, and he was ulti-
mately diagnosed with Alzheimer’s disease. Patient F5/II: 1, who
carried the same mutation in homozygosis as patient F7/II:1,
had no clinically evident cognitive impairment. Except for the
patient with Alzheimer’s disease, no other patients complained
of memory loss or showed apparent cognitive impairment.

In nerve conduction and electromyography (EMG) studies,
motor nerve conduction velocities (MNCVs) were compatible
with a length-dependent axonal neuropathy (table 3). An inter-
mediate (35-45m/s) or even demyelinating (<38m/s) range
of MNCVs was recorded in some nerves although conduction
to proximal muscles produced higher MNCV values (table 3).
In the MME series, needle EMG revealed chronic neurogenic
denervation. In some patients, positive sharp waves and fibril-
lation potentials were evident in the upper and lower limb
muscles, particularly in the tibialis anterior muscle. Peripheral
nerve hyperexcitability was recorded in a minority of patients, in
the form of myokymia and fasciculations (table 3). The decrease
in the sensory action potential commenced later than that in the
compound motor action potential (CMAP), yet they tended to
decrease first in the lower limbs and later in upper limbs as the
disease evolved. Motor nerve amplitudes were initially conserved
due to reinnervation, although such compensation was rapidly
lost at some point and a progressive reduction of CMAP was
then observed. In those patients (F2/II:5 and F4/II:2), in whom
electrophysiological studies were performed at different stages
of the disease, the spontaneous activity was initially frequent and
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Figure 1  Pedigrees of the families with biallelic mutations in MME. MME variant genotypes of affected and unaffected individuals are shown below the
pedigree symbols; an arrow in the upper right corner was used to indicate the genotype of the individual F4/II:2. Probands are indicated with an arrowhead.

Patients and family members who received a clinical and/or electrophysiological evaluation are identified with the symbol (c) and (e), respectively. Family
members with a clinical history only are indicated by an h. (d)=subjects diagnosed with dementia.

as the disease progressed, signs of chronic denervation become missense mutation in SOD1 p.Gly38Arg, were also identified

more evident (data not shown). (table 4; online supplementary figure 2).
The clinical assessment of 12 heterozygous carriers (figure 1, The clinical features and pedigrees of all 11 patients are
symbol ¢) was normal, as were the results of the electrophysio- summarised in supplementary figure 2 and table 4. Two of the 11

logical studies in seven of these (figure 1, symbol c+e). While probands that carried heterozygous mutations in MME belonged
a clinical examination was not carried out on the remaining  to families with fALS or ALS and frontotemporal dementia (F14

relatives who were included in the segregation study, questions and F15). In the other nine probands, there was wide pheno-
addressed to the index case or another family members did not typic variability, four of them presenting a CMT2 phenotype,
suggest any neuropathic alterations (figure 1, symbol h). two with distal motor neuropathy and the other three a demye-

MRI revealed a fatty infiltration that followed a length-de-  linating neuropathy. Interestingly, in family 11, the two affected

pendent pattern. Indeed, the involvement of intrinsic muscles of members (F11/II:1 and F11/I1:4) presented a phenotype that
the feet occurred at an earlier stage of the disease and was more mimicked the AR MME-associated disease, although only F11/
severe than that in the muscles of the legs and thighs. The degree 11:4 had the heterozygous variant p.Val604Ile in the MME gene.
of fatty infiltration was similar in all the leg and thigh muscles at Families 17 and 20 had only mild sensory symptoms, although

the same axial level (figure 2). the electrophysiological study produced evidence of generalised
demyelinating polyneuropathy. The patient in family 12 devel-
Families with heterozygous mutations in MME oped a sensory predominant neuropathy with late-onset symp-

In 11 families (F10-F20), the Neuro119 gene panel identified ~ toms that did not respond to immunomodulatory therapy.

nine different heterozygous mutations in MME; all of them

present in the control population databases (table 1). In seven DISCUSSION

families, a segregation analysis indicated that the mutations iden- Genetic testing of 207 patients with CMT/dHMN and ALS
tified in the MME gene did not segregate with the disease (online using targeted next-generation sequencing of 119 genes led to
supplementary figure 2A), while segregation analysis was not the identification of 17 different mutations in the MME gene in
possible in the remaining four families (online supplementary 20 families. Biallelic mutations in the MME gene were confirmed
figure 2B). In two families, F10 and F15, a novel AIFM1 variant in nine families, while only heterozygous variants were found in
(p.Ile592Thr), that is probably damaging and a pathological 11 families. Four out of the 17 mutations were detected in more
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F6/11:4. 38y. Discase duration: 3y

Figure 2 T1 weighted axial MRI images of the lower limbs from patients F6/I1:4, F2/I1:6 and F4/I1:2. (A) and (C) show MRIs at the level of the feet; (B)

(D) and (E) at the mid-calf level and (F) at the thigh level. Fatty infiltration followed a length-dependent pattern that was more severe in patients who were
older or had a longer disease course. Note that in patient F6/I1:4, there is a severe fatty infiltration in the intrinsic muscles of the feet (A) and only a subtle
fatty infiltration in the lower leg muscles (B). In patient F2/I1:6, there is complete fatty infiltration of the intrinsic muscles of the feet (C) and moderate—severe
infiltration of the muscles at the level of the calf (D). In patient F4/I1:2, there is complete fat replacement of the muscles in the lower legs (E) and a mild
diffuse fatty infiltration of the thigh muscles (F).

than one family, while the other variants were found only once
in 13 families. The changes that segregated with the neuropathy
displayed an AR pattern of inheritance. Patients with biallelic
mutations in MME had a homogeneous phenotype that consisted
of late-onset axonal CMT, while those patients with heterozy-
gous variants presented a more varied spectrum of phenotypes.
The p.Arg448* mutation was the most common in our MME
cohort study and it was detected in five unrelated families. In
four of these five families, this mutation was either homozygous
(F2) or in trans with a second MME mutation (F4, F6 and F8).
In the fifth family (F10), the p.Arg448* change was identified in
heterozygosis and segregation analysis ruled out this change as
the cause of the disease. However, a second and novel missense
variant in the AIFM1 gene could be responsible for the neurop-
athy and deafness in this patient. The second most common
mutation p.Prol56Leufs*14 was found in homozygous in two
families (F5, F7) with a late-onset CMT2 phenotype. In these

families, heterozygous carriers of this mutation had normal clin-
ical and electrophysiological features, including two individuals
over 80years old. A third loss of function (LoF) change (p.Trp-
750Glyfs*24) was found in two independent families (F6, F14).
In the index case of family Fé (II:4), the presence of a second
change in MME in trans (p.Arg448%) confirmed the diagnosis of
an AR CMT?2 phenotype associated with MME. In family F14,
the p.Trp750Glyfs*24 was also identified in heterozygosity in
patient II:3, who developed a slowly progressive ALS, as did
his brother (II:4) who also had early onset dementia with no
motor neuron impairment. The missense variant p.Gly225Ala
was identified in heterozygosis in three different families (F17,
F18 and 19). Taking into account the clinical variability of these
patients, we classified this variant as a benign polymorphism
since the segregation studies performed in two families (F17-18)
were negative and the allele frequency in a control population
database was high.
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The rest of the changes detected were only identified in one
family. Interestingly, the p.Val604Ile change was found in a
patient with late-onset CMT2 (F11) with a similar clinical profile
to patients with biallelic MME mutations. However, segregation
analysis ruled out this change as the disease-causing mutation
in this large pedigree. In family F15, the proband diagnosed
with fALS carried the MME p.GIn258Arg variant. However,
this variant was also found in two healthy relatives. In addition,
a pathogenic mutation in the SOD1 gene (p.Gly38Arg)"! was
detected in the proband using Neuro119 gene panel.

Our patients with biallelic mutations in MME have the same
clinical characteristics as a cohort of Japanese patients published
previously,” although there appear to be no common genetic vari-
ants between these series of patients. Conversely, three out of the
17 mutations detected in this study (p.Trp24*, p.Pro156Leufs* 14
and p.Arg448*) were described previously in European and
American patients, and linked to late-onset AD polyneuropa-
thies.® In our cohort, the healthy relatives carrying the hetero-
zygous LoF mutations (such as, p.Prol56Leufs*14, p.Arg448*
and p.Trp750Glyfs*24), who were older than the affected indi-
viduals, did not present any signs of neuropathy. Indeed, it is
notable that the allele frequency of the first two of these variants
(p.Pro156Leufs*14 and p.Arg448*) has augmented from the
ExAC to gnomAD databases. Likewise, according to constraint
metrics from ExAC,'? rare LoF changes are observed in MME
gene, leading to a null LoF intolerance probability (PLI=0.00).
Moreover, the number of missense variants for the MME gene is
higher than expected, resulting in a negative Z-score of —1.12.
All together, these findings support the hypothesis that MME is
likely to be tolerant to both missense and LoF variants at least
when in heterozygosis, strongly supporting an AR pattern of
inheritance for MME.

Our patients diagnosed with a MME-associated neuropathy
presented a late-onset and predominantly a motor neurop-
athy, with frequent cramps and muscle contractures accompa-
nied by acute denervation evident in EMGs. Moreover, sensory
impairment becomes apparent with disease evolution and
it is an important cause of disability. In some of our patients,
MNCYV showed values compatible with an intermediate or even
a demyelinating neuropathy, especially in the median nerve. In
the patients described by Higuchi et al,” MNCV of the median
nerve was indicative of an axonal neuropathy in all patients
except in one in whom median MNCV was 37.4 m/s. The multi-
focal pattern of myelinated fibres loss found in the nerve biopsy
of patient F4/II:2 has been described in other CMT2 neuropa-
thies like MORC2." In general, we consider that MME-CMT is
predominantly an axonal neuropathy although in some patients,
especially in the median nerve, there are both axonal and demy-
elinating features probably reflecting the complex interaction
between axons and Schwann cells not infrequently found in
other genetic neuropathies. Neuropathies caused by mutations
in MME have a clinical phenotype that can be easily confused
with an acquired neuropathy, especially due to their age of onset
and their relatively rapid progression, unlike classic CMT. As
a matter of fact, one patient in our series had been diagnosed
with diabetic neuropathy and two other patients with CIDP and
treated accordingly. Therefore, a possible diagnosis of neurop-
athy associated with mutations in MME should be considered in
patients, who are diagnosed with CIDP but in whom the neurop-
athy is predominantly axonal and who show poor response to
immunosuppressor or immunomodulatory treatments. In addi-
tion, fatty infiltration of muscles in the lower limbs is detected
in the MRIs of patients diagnosed with CMT2 due to recessive
mutations in MME, following a typical length-dependent pattern.

Curiously, there is no clear preferential involvement of specific
muscles or compartments, as occurs in other genetic neuropa-
thies. With the data available, we conclude that the characteristic
muscle MRI in MME patients involves muscle length-dependent
fatty infiltration that appears to affect all muscles localised at the
same axial level in a similar way.

It is unclear what are the pathological events driven by MME
mutations in the peripheral nervous system (PNS). The Nepri-
lysin (NEP) protein is expressed in many tissues,'* including the
PNS and central nervous system (CNS)," '® although NEP-de-
ficient mice do not show any obvious abnormalities in motor
performance or degeneration of their peripheral nerves.®
Neurodegeneration in a length-dependent neuropathy may not
be so evident in a mouse model given their short life span and
the reduced vulnerability of shorter axons. In the CNS, NEP
degrades AP amyloid (AB) and most studies have focused on its
possible pathogenic role in Alzheimer's disease'”™"; yet, to date
MME mutations have not been associated to familiar Alzheimer’s
disease. Indeed, none of the Japanese patients with CMT2 were
considered to be cognitively impaired after detailed neuropsycho-
logical testing. In our cohort, one patient who harboured a MME
LoF mutation (p.Prol56Leufs*14) was diagnosed with Alzhei-
mer’s disease, although his cognitive impairment commenced
nearly three decades after the neuropathic symptoms appeared.
In family F6, the mother (I:2) and maternal aunt (I:3) of the
proband were diagnosed with dementia; yet, this was not asso-
ciated with the p.Trp750Glyfs*24 change, as this variant was
not detected in the aunt. However, this change was also found
in a second family with a history of ALS and dementia (F14/
11:3 and F14/I1: 5, respectively). While it may still be feasible that
p-Trp750Glyfs*24 is linked to dementia, the fact that one of the
patients with dementia did not carry this change (F6/1:3) makes
this hypothesis less likely. As such, the possible association of the
MME gene with cognitive impairment remains elusive.

In conclusion, our findings confirm that MME does repre-
sent the most common causative gene responsible for late-onset
AR-CMT?2 in our population, but they do not provide support
for the hypothesis that heterozygous mutations in MME are a
direct cause of CMT. Our studies strengthen the importance of
establishing a genetic diagnosis in order to avoid inappropriate
immunomodulatory therapies and to ensure that appropriate
genetic counselling is given, especially in the light of potentially
new treatments for this condition.
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ANEXO III:
CUADERNO RECOGIDA DE DATOS

CUADERNO RECOGIDA DATOS

Sexo: 1- hombre 2- mujer
Etnia:
ANTECEDENTES PERSONALES:
Diabetes No SiT evolucion
Intervenciones quirtirgicas
No Si Tipo
Otros:
ANTECEDENTES FAMILIARES NEUROPATIA

CARACTERISTICAS NEUROPATIA
Tipo:
1- Desmielinizante
2- Axonal
3- Intermedio
Modo de herencia:
1- AD (transmision H-H)
2- Dominante (no transmision H-H)
3- Ligada X
4- AR (ambos padres examinados)
5- AR (padres no examinados o solo uno)
6- Esporadico (ambos padres examinados)
7- Esporadico (padres no examinados o solo uno)

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA NEUROPATIA

Sintomas: No Si
Inicio de los sintomas:
1- nacimiento /primeros meses
2- retraso desarrollo motor (anda >18m)
3- de 2-10 afios
4- de 11-20 afios
5- de 21-30 afios
6- de 31-40 afios
7- mayores de 40 afios
8-Incapaz de precisar
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SINTOMAS NEUROPATICOS
1. SENSITIVOS No Si
Positivos

a) Dolor
b) Parestesias

Negativos

- Falta de tacto o acorchamiento

- Menor percepcion de estimulos dolorosos

- Alteracion en la percepcion de la temperatura
- Sensacion de caminar sobre algodones

- Inestabilidad para caminar

1.2. LOCALIZACION

Miembros inferiores
Miembros superiores

SINTOMAS AUTONOMICOS No Si (describir)

SINTOMAS MOTORES No Si

- debilidad manos

- pérdida masa muscular

- tropiezos y caidas frecuentes
- dificultad subir escaleras

- pie caido

- poco equilibrio

- dificultad para caminar

- calambres

- otros

EXPLORACION FISICA (fecha):

330

ESCALA MRC

Facial D/I:

Separacién hombros D/I:

Flexion codo D/I: Extension codo D/I:
Extension mufieca D/I: Flexion mufieca D/I:
Flexion dedos D/I: Extension dedos D/I:
Oposicion pulgar D/I: Ms intrinseca mano: D/I
Flexion cadera D/I: Extension cadera D/I:
Flexion rodilla D/I: Extension rodilla D/I:
Flexion tobillo D/I: Extension tobillo D/I:
Eversion D/I: Inversion D/I:

Flexion dedos D/I: Extension dedos D/I:
Extension dedo gordo D/I:

Atrofia MS:

Humeral

Antebrazo

Ms intrinseca manos

No hay

Atrofia MI:

Proximal

1/3 inferior muslo y piernas
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Pierna grupo anteroexterno

Pierna posterior

Pie

TEMBLOR:

EESS

EEII

REFLEJOS: 0= ausente, 1=reducido, 2=normal, 3=vivos RCP (0=extensor,
1=equivoco, 2=flexor)

Reflejos MSD/MSI:

R. rotuliano D/I:

R. aquileo D/I:

RCP:

SENSIBILIDAD (segin modalidad afecta)

1- tacto 6- dolor + vibratoria + tacto

2- dolor 7- dolor + vibratoria + tacto + posicion
3- normal 8- dolor + vibratoria + posicion

4- vibratoria 9- dolor + tacto

5- dolor y vibratoria 0- no figura

Sensibilidad MSD/MSI:

Sensibilidad MID/MII:

DEFORMIDADES:

Retraccion aquilea: 1-si 2- no

Pies cavos: 0- no 1- ligero 2- moderado 3- grave

Mano en garra: 1-si 2- no

Escoliosis: 1-si 2- no

Hipoacusia: 1-si 2- no

Disfonia: 1-si 2- no

Otros (especificar): (Atrofia optica, pupilas, distaria, nistagmus, RCP, Romberg)

ESCALA FUNCIONAL:
0= movilidad normal
1=normal, pero calambres o fatiga
2=movilidad anormal, incapaz correr
3= andar dificil pero posible sin ayuda (ortesis, baston)
4= capaz de caminar con ortesis tobillo o zapatos ortopédicos
5 = anda con baston
6= andar con muletas
7= andar con andador
8=silla de ruedas

ESCALA SHY-CMTNS2:
ESCALA CMTES:
ESCALA DE GRAVEDAD CLINICA:

EMG:
CONDUCCIONES SENSITIVAS: Normal/Anormal
N. Mediano

Amplitud

Velocidad de conduccion
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N.Cubital
Amplitud
Velocidad de conduccion
N.Sural
Amplitud
Velocidad de conduccion
N Peroneal Superficial
Amplitud
Velocidad de conduccion
Otros:
CONDUCCIONES MOTORAS: Normal/Anormal
N. Mediano
Amplitud
Latencia distal
Velocidad de conducciéon
Bloqueo conduccion
N. Cubital
Amplitud
Latencia distal
Velocidad de conduccidon
Bloqueo conduccion
N. Peroneal
Amplitud
Latencia distal
Velocidad de conduccion
Bloqueo conduccion
N. Tibial
Amplitud
Latencia distal
Velocidad de conduccion
Otros nervios:
Estudio onda F

CK: (valores)

RM muscular (fecha):

Biopsia nervio (fecha): 1- si 2- no
Biopsia musculo (fecha): 1-si 2-no
Genética molecular (fecha):
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ANEXO IV: DICTAMEN COMITE ETICA

¥4 XUNTA DE GALICIA

: CONSELLERIA DE SANIDADE
Secretaria Xeral

Secretaria Técnica CAEI Galicia

Secretaria Xeral
Edificio Administrativo de San Lazaro B I c I B
15781 SANTIAGO DE COMPOSTELA

TIf: 881 546425 Fax: 881 541804

ceic@sergas.es

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Carlos Rodriguez Moreno, Presidente/a del Comité de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo

CERTIFICA:
Que este Comité evaluo en su reunion del dia 16/12/2015 el estudio:

Titulo: Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth: caracterizacion clinica, electrofisioldgica y molecular en
poblacion gallega

Promotor: Tania Garcia Sobrino

Tipo de estudio:Outros

Version:

Cadigo del Promotor:

Cadigo de Registro: 2015/720

Y, tomando en consideracion las siguientes cuestiones:

- La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, asi como los requisitos
legales aplicables, y en particular la Ley 14/2007, de investigacion biomédica, el Real Decreto
1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos basicos de autorizacion y
funcionamiento de los biobancos con fines de investigacion biomédica y del tratamiento de las muestras
biolégicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y organizacion del Registro Nacional de
Biobancos para investigacion biomédica, la ORDEN SAS/3470/2009, de 16 de diciembre, por la que se
publican las Directrices sobre estudios Posautorizacion de Tipo Observacional para medicamentos de uso
humano, y el la Circular n° 07 / 2004, investigaciones clinicas con productos sanitarios.

- La idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio, justificacion de los riesgos y
molestias previsibles para el sujeto, asi como los beneficios esperados.

- Los principios éticos de la Declaracion de Helsinki vigente.

- Los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité.

Emite un INFORME FAVORABLE* para la realizacion del estudio por el/la investigador/a del centro:

Centros | Investigadores Principales |

| C.H. Universitario de Santiago | Tania Garcia Sobrino |

* Solicitamos que en el segundo parrafo de la pagina 6 del protocolo, elimine lo referente a la cesién con datos

asociados a muestras ya que tal y como indican en el parrafo primero, “Sélo el equipo investigador y las

autoridades sanitarias, que tienen deber de guardar la confidencialidad, tendran acceso a todos los datos
recogidos para el estudio. Sélo se podra transmitir a terceros informacién que no pueda ser identificada.”

Solicitamos que en el segundo parrafo de las consideraciones éticas y legales se sustituya “en el RD 1301/2006, de
10 de noviembre, que establece normas de calidad y seguridad para la donacidn, recoleccion, evaluacion,
procesamiento, preservacion, almacenamiento y distribucion de células y tejidos humanos y se aprueban las
normas de coordinacién y funcionamiento para su uso en seres humanos” por “y en RD-Ley 9/2014, de 4 de julio,
por el que se establecen las normas de calidad y seguridad para la donacion, la obtencién, la evaluacién, el
procesamiento, la preservacion el almacenamiento y la distribucién de células y tejidos humanos y se aprueban
las normas de coordinacién y funcionamiento para su uso en seres humanos” Ya que el RD que mencionan en el
protocolo ha sido declarado nulo por insuficiencia de rango respecto al nuevo RD-Ley («BOE» nim. 163, de 5 de
julio de 2014, péginas 52716 a 52763).

Fimado dtanents por NOWBRE

NOMBRE RODRIGUEZ 125460t orio ios- e
MORENO CARLOS - = (75050 to DN c-65,
NIFOS614327G  fhin s i e
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E-MAIL: ceic@sergas..es WEB: www.sergas.es

Solicitamos que afiada en el protocolo lo que se indica en la hoja de informacién al paciente acerca de la
anonimizacién de los datos una vez se termine el estudio. Simplificar la respuesta a la pregunta ¢Cudl es el
proposito de mi estudio? de la hoja de informacién al paciente, puesto que parece demasiado farragosa para el
paciente.

En Santiago de Compostela, a
El/La Presidente/a 22/12/2015
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