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RESUMEN 

Las neuropatias hereditarias motoras-sensoriales o enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT). 

representan un grupo clínica y genéticamente heterogéneo de enfermedades que afectan los 

nervios periféricos. Midiendo las velocidades de conducción motora (VCM). se pueden distinguir 

dos tipos principales: CMT1 y CMT2. CMT1 es una neuropatía desmielinizante caracterizada por 

disminución de las VCM (<40 mis) su patrón de herencia es autosómico dominante. CMT2 es 

una neuropalía axonal con VCM normales y también se hereda en forma autosómica dominante. 

Clinicamente se caracterizan por atrofia y debilidad muscular de la porción distal de piernas. 

provocando pie cavo-varo bilateral. Se han distinguido varios subtipos de CMT1 y CMT2 

dependiendo del defecto génico. CMT1A se debe en 70-90°/o de los casos a la duplicación del 

gen PMP22. mientras que 10-30º/o presentan mutaciones puntuales. El gen PMP22 se ubica en 

una región de 1.5 megabases en 17p11.2-p12 y codifica para una proteina de 22KDa que se 

expresa en el nervio periférico. El objetivo del presente trabajo es identificar las alteraciones 

moleculares del gen PMP22 en CMT1A en una muestra de pacientes mexicanos. Se analizaron 

12 farn1l1as. 7 de presentacion esporadica y 5 familiar Se observó duphcac1on en tres de los 

casos ind1c.e estudiados mediante el anélis1s de FISH. lo que corresponde a 25º/o de los 12 casos 

analizados. los tres presentaban una disminución de las vcm por debaJO de 20mJs y 

manifestaban una afecc1on climca grave, incluso un paciente presentó fenotipo Dejerine-Sottas. 

Por otra parte se detectaron 3 mutaciones silenciosas en base al estudio de secuenciación de 

PMP22 los cuales no habian sido reportados previamente. Los 3 pacientes eran femeninos y 

presentaban manifestaciones clinicas menos graves. con vcm de 24 mis en promedio. Los 

resultados sugieren la importancia de realizar este tipo de estudios en un mayor número de 

pacientes incluyendo el análisis de otros genes relacionados con la mielinización para un 

diagnóstico molecular correcto y asesoramiento genético adecuado. 

----··- -- --·- --·-·- --¡ 
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ABSTRACT. 

The hereditary motor and sensory neuropathy ar Charcot Marie Tooth disease. represent a 

clinical and genetically heterogeneaus group of illnesses that affect the peripheral nerve. 

Measuring the motor nerve conduction velocity (MNCV), can be distinguished two main types: 

CMT1 and CMT2. CMT1 is a demyelinating neuropathy characterized by decrease of the MNCV 

(<40 mis). its mheritance pattern is autosomal dominant. CMT2 1s a axonal neuropathy with 

normal MNCV and it is also inhented in form autosomal dominant. Clinically they are 

characterized by atrophy and muscular w~akness of the distal portian of the legs, causing cavo-

varus bilateral. Several subtypes of CMT1 and CMT2 have been distinguished ctepending on the 

genetic defect. CMT1A is due in 70-90º/o from the cases to the duplication of the gene PMP22. 

whlle 10-30%, presents poant mutat1ons The PMP22 gene is located in a region of 1.5 megabases 

in 17p11.2·p12 and lt codes far a protein of 22KDa that is expressed in the peripheral nerve. The 

ob1ectave of the ptesent work is to 1dent1fy the molecular alterations of the gene PMP22 in CMT1A 

1n a sample of Mex1can patients 12 families were analyzed, 7 of sporadic presentation and 5 

relat1ves Duphcation was observed in three of the cases index patients stud1ed by means of the 

analyc;1s of FISH. what corresponds to 25°/o of the 12 cases analyzed, the three cases presented 

a decrease of the MNCV below 20m/s and they manifested a serious clínica! affection. On the 

other hand 3 srlent mutat1ons vvas detected based on the study of sequence of PMP22 which had 

not been reported previously. The 3 pat1ents were females and they presented a less serious 

cl1n1cal mariifestat1ons on the average w1th MNCV of 24 mis. The results suggest the importance 

of carrymg out this type of studies in a bigger number of patients including the analysis of other 

genes related with the m1elinización for a correct molecular diagnosis and appropriate genetic 

adv1ce 

------¡ 
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ANTECEDENTES. 

ASPECTOS CLÍNICOS EN CHARCOT MARIE TOOTH. 

La neuropatia hereditaria motor-sensorial o enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT), es 

un grupo heterogéneo de enfermedades genéticas con una incidencia de 1 en 2500 (1 ). La 

mayoria tienen un patrón de herencia autosómico dominante, sin embargo también se 

presentan formas autosómico reces1vas y reces1vas ligadas al cromosoma X (anexo 1 ). 

Exíste un amplio espectro en la severidad clinica. algunos pacientes pueden ser 

asintomáticos y tener una deformidad leve del pie en cavo. mientras que otros pueden 

presentar debilidad muscular grave lentamente progresiva y pérdida sensorial. La mayorla de 

los pacientes presentan alteraciones en la deambulación. La edad de presentación depende 

del tipo de CMT. pero frecuentemente es en la segunda década de la vida (2). Los signos 

iniciales incluyen dificultad para caminar y subir escaleras. al aumentar la gravedad los 

pacientes compensan este problema. fiexionando la cadera a cada paso dando una marcha 

en .. equino" Al examen fis1co se aprecia disminución de los reflejos osteotendinosos. 

d1smmuc1ón o pérdida de la sensibilidad y pueden existir otras manifestaciones clinicas como 

engrosamiento del nervio, trernor, displasia de cadera y disfunción pulmonar. Puede 

observarse atrofia de los mUsculos peroneos que se observa cllnicarnente en las piernas 

como una copa de champage. El dolor no es frecuente y su presencia orienta hacia otra 

patología. La electrorniografia (EMG) ayuda a distinguir las formas desmielinizantes de las 

axonales. esta es fundamental para iniciar con el estudio molecular especifico (3,4). 

/ ---?,sTc~r-: --- ----, 
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Histológicamente la biopsia de nervio revela la formación de láminas concéntricas de material 

mielinico alrededor de la fibra nerviosa debido a la desmielinizaci6n y remielinización. este 

hallazgo se conoce como "bulbos de cebolla" los cuales son la causa subyacente del 

engrosamiento de los nervios periféricos que se reconoce a la palpación (5,6). 

ASPECTOS GENETICOS Y BIOQUÍMICOS DE LAS NEUROPATIAS 

SENSORIALES TIPO 1. 

Estas formas de neuropatias se conocen como desmielinizantes. Presentan un patrón de 

herencia autosómico dominante y se han reconocido 3 tipos desde el . punto de vista 

molecular CMT 1A, 1B y 1C (7). 

CHARCOT-MARIE-TOOTH TIPO 1A. 

La enfermedad de CMT1A en la mayoría de los casos se debe a una duplicación de DNA en 

tandem de 1.5 Mb localizada en el cromosoma 17p11.2-p12 (8}. Esta región está flanqueada 

por dos secuencras repetidas de más de 17 kb, denominadas CMT1A-REP proximal y 

CMT1A-REP distal. ambas con 98% de homología (9}. Aparentemente la duplicación es 

regulada por un elemento génico que tiene la capacidad de transponerse (transposón) (10) y 

está localizado cerca de un punto de mayor predisposición a mutaciones (hotspot) (11 ). El 

hallazgo de dupl1cac1ón génica o los casos de pacientes que presentan trisomias parciales 

que involucran la región que contiene al gen PMP22. sugieren que el incremento en la dosis 

génica aumenta la expresión de la proteina de 22 KDa lo cual provoca el fenotipo CMT1A 

i 
- . _J 
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(12.13). El gen PMP22 fue caracterizado a partir de la puríficación de transcritos extraídos de 

las células de Schwann de biopsias del nervio ciático y se identificó como un gen especifico 

de la detención del crecimiento (gas-3). El análisis de la secuencia de PMP22 mostró que 

contiene 6 exones de los cuales 2 no se traducen y 2 promotores alternativos que se 

encuentran río arriba. El promotor 1 es similar a todos los promotores tejido-especifico con 

una caja TATA a 30 pb. de distancia río arriba y una secuencia invertida CCAAT hacia el 

extremo 5· de la caja TATA. El promotor 2 muestra características similares a los genes de 

"mantenimiento•· observandose un alto contenido GpC 352 pb. arriba del sitio inicial de la 

transcripción. Se expresa principalmente en nervio periférico aunque también se ha 

observado su expresión en tejidos no neurales (14). 

El producto de PMP22 es una glicoproteína integral de membrana, con cuatro dominios 

transmembranales. se encuentra de manera uniforme en la mielina compacta y comprende 

entre 2 y 5°/o del total de proteínas del nervio periférico. La integran 160 aa y tiene un peso 

molecular de 22Kda (18-kDa polipéptido y 4 kDa de carbohidratos ligados al residuo de 

aspara91na) La porción glicosilada contiene el epitape L2HNK-1, relacionado con procesos 

de 1nteracc1ón, adhesión y reconoc1miento celulares (Fig-1). Se ha propuesto que funciona 

regulando el crecimiento y la diferenciación de la célula de Schwann, asl corno controlando el 

manternm1ento y desarrollo de la mielina. Al parecer las alteraciones en la vía de la 

degradac1on de la proteína PMP22 contribuye a la progresión de la enfermedad, debido a su 

acun1ulac1ón en los agresomas que son agregados proteicos pericentriolares en las células 

de Schwann. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual esta acumulación 

provoca la progresión de la enfermedad (15). 

1 
1 ' . 
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Fig-1.- Esquema de pmp22. 

Las mutaciones puntuales encontradas en PMP22 se han asociado con CMT1. DSS y HNPP. 

La mayoría de estas mutaciones son de sentido equivocado. sin embargo también se han 

1dent1f1cado deleciones de una sola base y algunas mutaciones que interrumpen la fase de 

lectura (Tabla-2) Se han publicado 4 reportes independientes de pacientes donde se 

estudian mutaciones puntuales que involucran el codón localizado en la posición 72. por lo 

que se sugiere un "hotspot" en esta región (16) La mayoría de las mutaciones ocurren en 

codones que codifican para los dominios transmembranales de ta proteína. Once de 24 

mutaciones son de novo y están asociadas con casos de presentación esporádica. La 

mayoria de las mutaciones estan en estado heterecigoto. manifestándose como alelos 

T··-,. 
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dominantes. Por otro lado se ha observado que los pacientes con mutaciones puntuales en 

PMP22 tienen un fenotipo más grave comparados con los que presentan duplicaciones (17). 

Tabla 2. 

Mutaciones puntuales de PMP22. 

MUTACION 

19_:20delAG 

36C:>A 

47T>C 

56T>C 

73_78delGTCATC 

78+1G>T 

87C>T 

88G>A 

llOA>T 

179-lG>C 

179-2A>G 

183G>A 

199G>C 

206T>A 

214T>C 

215C>G 

215C>T 

RESIDUO 

Leu7fs 

Hisl2Gln 

Leu16Pro 

Leu19Pro 

va12s Scr26del 

s·- empalme 

Jle2911c 

Val30Met 

Asp37Val 

3'-crripalme 

3'-empalme 

Trp6lstop 

Ala67Pro 

Met69Lys 

Ser72Pro 

Ser72Trp 

Ser72Leu 

FENOTXPO 

HNPP 

DSS 

CMTl 

DSS 

CMTl 

HNPP 

polimorfismo 

HNPP 

CMTl 

HNPP 

CMTl 

HNPP 

CMTI +sordera 

DSS 

DSS 

REFERENCIA 

Nlcholson et ar., 1994 (18). 

Valentijn et al., 1995 (19). 

Valentljn et al., 1992 (20). 

Haites et al., 1998 (21). 

Mcrs1yanova et al., 2000 (22). 

Bort et al., 1997 (23). 

Nells, 1998 (24). 

Sahenk et al., 1998 (25). 

Fabrizi et al., 1999 (26). 

Meuleman et al., 2001 (27). 

Ekic1 et al., 2000 (28). 

Haites et al., 1998 ( 21 ). 

Kovach et al., 1999 (29). 

Roa et al., 1993 (30). 

Ainsworth et al., 1998 (31). 
Ek1c1 et al., 2001 (28) 

DSS Tyson et al., 1997 (32). 

CMTl / DSS +sordera Roa et al., 1993 (33) 
/ HC lonascscu et al., 199& (34) 

Marques et al., 1998 (35). 
Simonat1 et al., 1999 (36). 
Blssar-Tadmouri et al., 2000 
(37). 
Ceutenck-de Groote et al., 2001 
(38). 
Mostacciuolo et al., 2001 (39). 



227G>T Ser76Ile 

23ST>C Ser79Pro 

236C>G Ser79Cys 

238_239delCT LeuBOfs 

239T>C Lcu80Pro 

251 253delTCT Phe84dcl 

277G>C Gly93Arg 

2t3IdelG Gly94ís 

281 282msG GlyY4fs 

298G>A Gly100Arg 

299G>A GlylOOGlu 

319+1G>A 5'-empalme 

320G>T Gly107Val 

32ST>C Cysl09Arg 

327C>T Cys109Cys 

353C>T Thrl lBMet 

364-36SdelCC Prol22fs 

372G>A Trp124stop 

409A>G tle137Val 

434dclT Leu14Sís 

4401 >G Leul47Arg 

4~l7C>A Serl49Arg 

448G>T GlylSOCys 

449G>A Gly150Asp 

DSS + sordera 

DSS 

CMTl 

DSS 

DSS 

DSS (malformaciones 
craneales múltiples) 

CMTl 

CMTl 

HNPP 

DSS 

DSS 

CMTl 

CMTl 

CH 

paltmorfismo 

CMT1 hcmicigoto I 
polimoñismo 
hcteroclgoto 

HNPP 

HNPP 

pol1mortismo 

HNPP 

CMTl 

DSS 

DSS 

DSS 

Tyson et al., 1997 (32). 

Bort et al., 1998 (49). 

Roa et al., 1993 (41). 

lkegami et al., 1998 (42). 

Tyson et al., 1997 (32). 

Sllander et al., 1998 (43). 
Yener et al., 2001 (44). 

Ohmshi et al., 1995 (45). 

Ionasescu et al., 1995 (46). 

Young et al., 1997 (47). 
Lenssen et al., 1998 {48). 

Bort et al., 1997 (23). 

Marques et al., 1998 (35). 

Nells et al., 1994 (49). 

Marrosu et al., 1997 (50). 

Fabnzi et al., l 999 (26) 

Bort et al., 1997 (23). 

Roa et al., 1993 (41). 
Nelis et al., 1994 (49) 
Ha1tes et al., 1998 (21) 
Sccman et al., 1999 (51) 
Mcrs1y,:mova et al., 2000 (22). 

Bissar-Tadmoun et al., 2000 
(37) 

Parcyson et al., 1996 (52) 

Bort et al., 1997 (23) 

Pareyson et al., 1997 (53). 

Navon et al., 1996 ( 54 ). 
Merslyanova et al., 2000 (22). 

Ohmsh1 et al., 2000 (55). 

Ikegami et al., 1998 (42) 

Ionasescu et al., 1997 (56). 
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(469C>G] + 
(469C>G] 

(469C>T] + 
[469C>T] 

Arg157Gly 

Arg157Trp 

10 

CMTl hemicigoto Numakura et al., 2000 (57) 

oss Parman et al., 1999 (58) 

CM r 1 Cha,cot Mane 1 ooth hpo 1, DSS smdrome de Ot!Jenne Sottas. HNPP Neuropatia con prcd1spos1c1on a parahs1s por 
prcs16n HC h1po1mot1n1zac1on congr.n11a 

CHARCOT-MARIE-TOOTH TIPO 18. 

Es una enfermedad genética con patrón de herencia autosómico dominante. El gen 

responsable se denomina MPZ (Mielin Protein Zero) y se ha mapeado en el cromosoma 

1q22-23. adyacente al locus Duffy Esta regulado por un sólo promotor y contiene 6 exones. 

MPZ (59). 

El gen MPZ codifica para la síntesis de la prateina PO, que es una proteína de tipo estructural 

con un peso molecular de 28 kDa y representa más del 50°/o del total de las proteínas que 

cornponen la rn1elma Los exones 1 2 y 3 codifican para el dominio extracelular. que es una 

porción h1drofób1ca gllcos1lada similar a las cadenas vanables de las inmunoglobulinas. Este 

segmento es necesario para la adhesión celular y tiene un papel fundamental en la formación 

y compactac1ón de la mielina (60) El dom1rno transmembranal está codificado por el exón 4 y 

se ha asociado clinican1ente con des1nielinización grave. e incluso con hipomielinización 

congénita. Los exones 5-6 codifican para la región citoplasmática de PO. Se han reportado 

mas de 50 m1el1nopatías diferentes asociadas con mutaciones en MPZ. sin embargo la mayor 

frecuencia de mutaciones se han observado en el dominio extracelular, siendo generalmente 

de sentido equivocado (61) 

,-~,-;:,:,- ·--~-:-:-·---, 
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CHARCOT-MARIE-TOOTH TIPO 1C. 

En algunas familias con CMT1 y patrón de herencia autosómico dominante. se han 

observado mutaciones en el gen EGR2 (early growth response 2 -EGR2) mapeado en la 

región cromosórnica 10q21.1-q22.1. El gen contiene dos axones y codifica para la sintesis 

del factor de respuesta temprana al crecimiento 2. EGR2 pertenece a un grupo de multigenes 

que codifican proteinas implicadas en la diferenciación y proliferación celulares. Su expresión 

en el SNP se ha asaetado específicamente a mielinización. Una mutación recesiva y cuatro 

dommantes se han asociado a los fenotipos CMT1. DSS y RLS (62). 

SÍNDROME DE DE.JERINE-SOTTAS (DSS). 

DSS fue descrito inicialmente como una neuropatfa hipertrófica intersticial de la infancia. Es 

una forma mas severa de desmielinización. El padecimiento generalmente comienza en la 

mfancra y se asocia con una gran disminución en las VCM (<6 a 12 mis). En este sfndrome 

se han descrito mutaciones puntuales en los dominios transmembranales de PMP22 (63). 

SINDROME DE ROUSSY-LEVY (RLS). 

RLS. fue reportado en pacientes que presentaban pie cavo. debilidad de las extremidades a 

nivel dista!. arreflexia, pérdida de la sensibilidad distal. marcha atáxica y tremar. En este 

sindrome se ha reportado el hallazgo de duplicación génica de PMP22 (64). 

··---· \ 
__ :__~:~ 
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GENETICA DE LAS NEUROPATÍAS HEREDITARIAS MOTORAS-

SENSORIALES TIPO 2. 

Este tipo de neuropatias se conocen como formas. axonales y todas con un patrón de 

herencia autosómico dominante. Se han reconocido· des.de el plinto de vista molecular los 

tipos CMT 2A , 28, 2C y 20. 

CHARCOT-MARIE-TOOTH TIPO 2A. 

Aün se desconoce el gen y la protefna involucrados, sin embargo estudios de ligamiento han 

mapeado al gen candidato en 1 p35-36. La edad de presentación es entre los 3 y 15 años, los 

síntomas que se presentan son alteraciones en la marcha, dificultad para correr y subir 

escaleras, las VCM del nervio mediano se encuentran dentro del ranga normal (65). 

CHARCOT-MARIE-TOOTH TIPO 28. 

El gen responsable de Ja enfermedad se ha ligado al brazo largo del cromosoma 3. La 

sintomatologia 1n1c1a generalmente en la segunda década de la vida. Cllnicamente existe 

pérdida sensorial y debilidad dístal. principalmente localizada en extremidades inferiores, Jos 

reflejos tendinosos son normales. en ocasiones el reflejo en el tendón de Aquiles se 

encuentra ligeramente d1sminu1do. Se acompaña frecuentemente de acromutilación y úlceras 

en los pies Existe pérdida axonal completa con ausencia de potenciales en el nervio sural 

(66) 

------------------·-----·------·-- - - .-
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CHARCOT-MARIE-TOOTH TIPO 2C. 

En 1994 se describieron dos familias con neuropatla caracterizada por grados variables de 

debilidad de las extremidades. cuerdas vocales y músculos intercostales, sin pérdida 

sensorial. El inicio en todos los casos es en la infancia con una expectativa de vida corta 

debido a los problemas respiratorios. Las VCM se encontraban dentro de limites normales 

con datos electromiográficos de degeneración axonal. Al parecer el padecimiento se 

encuentra hgado al brazo largo del cromosoma 5 (67). 

CHARCOT-MARIE-TOOTH TIPO 20. 

Esta neuropatia se ha mapeado en 7p14. El inicio de la enfermedad es entre los 16 y 30 

anos. las manifestaciones cllnicas son debilidad distal de extremidades con pérdida 

sensorial Los reflejos osteotendinosos están ausentes en las extremidades superiores y 

disminuidos en las inferiores. Las VCM son normales con alteración axonal (68). 

CHARCOT-MARIE-TOOTH LIGADO AL CROMOSOMA X. 

Esta ncuropatia presenta un patrón de herencia dominante ligado al cromosoma X y se ha 

mapeado en Xq 13.1 El gen Cx32 responsable de este padecimiento contiene 2 exones 

regulados por dos pron1otores alternativos. de los cuales solo uno se expresa en el nervio 

periférico <69). 

El gen CX32 codifica para una proteína de hendidura de unión ¡n denominada conexina 32. 

La unión de 6 conexinas forma un hemicanal conocido como conexón y dos conexones entre 

las células forman un canal funcional que permite el paso de iones y pequel"'las moléculas 

1 1 1, 
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que nutren el cuerpo y los pliegues de la célula de Schwann. ¡n se localiza en la mielina no 

compacta en el paranodo y en las hendiduras de Schmitt-Lanterman (70). 

Los pacientes presentan clínicamente debilidad muscular distal de manos y pies 

acompañado de pérdida propiocept1va temprana. Los reflejos osteotendinosos se encuentran 

ausentes y en ocasiones se acompaña de pérdida auditiva bilateral. Las VCM se encuentran 

dentro de Jo normal con datos de pérdida axonal. Esta alteración es provocada 

esencialmente por degeneración. de las raices de los nervios espinales, especialmente las 

motoras de las partes distales de las extremidades (71). 

El defecto génico en CX32 conduce a una disminución de la proteína ubicada en la superficie 

de la membrana, provocando un efecto dominante negativo con otras conexinas_ Se han 

identificado mas de 200 mutaciones y la mayoría son de tipo puntual de sentido equivocado 

La severidad de la patología se relaciona con el grado de la pérdida en la función proteica. 

Los fenotipos mas graves se han asociado a mutaciones sin sentido en el aminoácido 22 e 

inserciones o deleciones que interrumpen el marco de lectura en la región aminoacidica 175 

(72) 

GENETICA Y CLINICA DE LA NEUROPATIA HEREDITARIA CON PREDISPOSICION A 

PARALISIS POR PRESION (HNPP). 

La región implicada en Ja HNPP corresponde a la región cromosómica 17p11.2 que incluye al 

gen PMP22 (73). La edad de presentación es entre 15 y 20 años de edad (74). Las 

manifestaciones clínicas incluyen deformidad en cavo del pie, atrofia muscular peronea, 

deb1l1dad muscular distal así como parálisis transitoria peronea bilateral. La sintomatologia se 

presenta después de permanecer de rodillas durante un corto periodo (75). El estudio de 

lr:. 
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EMG reporta latencias distales prolongadas de peroneos y nervios medianos con 

disminución en las VCM (76,77). El estudio histopatotógico es caracteristico y muestra la 

presencia de imagenes de las vainas de mielina en forma de salchicha (de donde proviene el 

término de Neuropatía Tomaculous: tornaculum=embutido) tanto en los nervios motores 

como en los sensitivos (78). 
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se han observado grandes avances en el conocimiento de la patogénesis y manejo de las 

neuropatias periféricas (NPs). Las NPs son un subgrupo de las enfermedades 

neuromusculares, donde se afecta la función muscular debida a un defecto en la 

rniehnización o mantenimiento de la función del axón del nervio periférico. Inicialmente fueron 

clasificadas desde el punto de vista clinico, sin embargo con ta nueva tecnología molecular 

se ha logrado entender las bases genéticas de fas NPs hereditarias. CMT1A representa un 

problema grave de discapacidad. por lo que el estudio de la alteración molecular del gen 

PMP22 en pacientes mexicanos. permitiria un mejor seguimiento de los pacientes y un 

asesoramiento genético adecuado. 

Con base en los antecedentes descritos el planteamiento de nuestra pregunta de 

1nvest1gación es la siguiente 

¿Cuales son las alteraciones moleculares del gen PMP22. en los enfermos con CMT1 y sus 

familiares en una muestra de pacientes mexicanos? 

OBJETIVO 

Conocer cuales son las alteraciones moleculares del sen PMP22 en enfermos con CMT1 y 

sus familiares en una muestra de pacientes mexicanos 

¡ 
L!~· 



17 

DISEÑO DEL ESTUDIO. 

Transversal descriptivo, prospectivo y analitico. 

MATERIAL Y METODOS. 

1.- Selección de los sujetos de estudio· 

Se estudiarán 12 familias con diagnóstico clinico y electromiográfico de CMT1. En 7 familias 

solo hubo un sujeto afectado y 5 fueron con presentación familiar. El estudio clinico se 

realizará por un medico especialista en Rehabilitación y por un especialista en Ortopedia, la 

escala de medición de la severidad clínica de la deformidad del pie, se basó en la 

Clasificación de Ja Sociedad Ortopédica Americana de pie y tobillo (Dolor:40 puntos. Función: 

50 puntos y alineación· 1 O puntos). Se realizará hibridación in situ fluorescente en células en 

interfase ce llnfoc1tos de sangre periférica en los casos indice y en los casos familiares , 

sumando un total de 27 casos ( 12 casos indice y 15 familiares). posteriormente en los casos 

donde no sea posible encontrar la duplicación se realizará análisis de secuenciación para 

detectar mutaciones µuntuales se incluirán 25 controles sanos. 

Criterios de 1nclus1on· 

a.-Pacientes de cualquier sexo o cualquier edad, con estudio clínico y electromiográfico 

conipatible con CMT1A 

b.-Oue acepte participar en el estudio. 

Criterios de exclus1on. 

a.- Oue no acepte participar en el estudio. 

entenas de ehrninac1ón 

a.- Cuando no sea posible realizar de manera total el procedimiento de los estudios. 

b - Que el diagnóstico no corresponda CMT1A. 

-·-



2.- Definición de variables. 

Variable dependiente: Alteraciones molec~lares especificas de CMT1A. 

Variable independiente: Los pacientes con CMT1A. 

3.- Definición operativa de variables. 

Variable dependiente: 

Alteración molecular 

a) Duplicación del gen PMP22: Corresponde a la visualización de 3 copias del gen PMP22 

mediante hibridación in situ fluorescente con la sonda específica de esta región. 

b) Mutación Puntual. Corresponde a una mod1ficación en la secuencia normal de ONA del 

gen PMP22 1dentit1cada mediante secuenc1ación directa del gen. 

18 

Variable independiente. Pacientes que presenten datos clínicos compatibles con CMT1A y 

que el estudio de EMG reporte VCM < 40 mis en los nervios medianos. se complementa con 

la corroboración de la variable dependiente 

4 - Proced1m1ento 

A) Hibridación in s1tu fluorescente (FISH). 

Para la realización de hibnd1Znc1ón in sttu en los pacientes con CMT1A. se tomaron 3ml de 

sangre penfénca medrante punción de la vena antecub1tal. En base al proceso de cultivo de 

hnfoc1tos de sangre periférica se obtuvieron núcleos en interfase, debido a que la marca no 

es v1s1ble en metafase 

Para la construcc1ón de la sonda se utilizaron 300ng de DNA genómico como templete, se 

amplificó el exón 1 y 2 del gen PMP22 por medio de PCR. Se utilizó un volUmen total de 50 

-··:s 
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fd, que contenía: 1x de 10mM Tris, 50 mM KCI, 3 mM de MgCI, 200µM de dNTPs mas 0.06 

de dUTPs espectro rojo (Vysis), 1f<M, de los oligonucleótidos específicos. Los tiempos de 

amplificación fueron: 1 min 94ºC. 1 min 60ºC y 1 min a 72°C por 35 ciclos. con una enzima 

Taq XL. Se procedió a la precipitación del producto en una solución de acetato de de sodio a 

3M y etanol al 100º/o, encontrando una sonda de 9 kb. Por otra parte se utilizará la sonda de 

30-kb cRCNeu1 específica para la region 17p11.2 y la sonda pvaw409r1 especifica para la 

región 17q12. lo cual se realizara en el laboratorio de citogenética de Kleberg en el colegio 

de Baylor Texas (91). Posteriormente se procedió a realizar la hibridación en base a 

métodos estandares (79) 

Preparación de las laminillas: Después de la fijación y el extendido de los núcleos en 

interfase en la lam1rnlla y el secado al aire se prosiguió a la deshidratación en una serie de 

etanol al 70º/o, 90°/o y 100°/o (10 minutos en e/u) a temperatura ambiente, se secaron por 

corto tiempo y se pusieron las lam1rnllas en contenedores setlados a -70ºC. 

Desnatural1zac1ó11 y mezcla de ta sonda Posterior a la precipitación con 51-Lg de DNA de 

espern1a de sa1n1ón. se adicionó 1/20 vol. de 3M acetato de sodio y 2 vol. de etanol, 

mezclándose bien. se mcubó a 70"C por 30'. se realizó centrifugación en eppendort por 15', 

se decanto el sobrenadante y se lavó el botón adicionando 400 pi de etanol al 70º/0 , se 

resuspend1ó el botón en 5pl de formarnida desionizada agitando vigorosamente por varios 

minutos. Se colocaron 5pl de buffer de hibndación (4xssc y 20o/o de dextran sulfato) y se 

mezcló durante 1 min (durante este paso se procedió con la desnaturalización de los 

cromosomas). Se desnaturalizó la sonda incubando a 75ºC durante 5' seguido de un 

enfriamiento en hielo por 5'. aplicando la sonda a la cromatina desnaturalizada (80.81). 
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Desnaturalización de la cromatina en inteñase e hibridación: Se precalentaron las laminillas a 

50-60ºC en una incubadora para prevenir que se formaran burbujas en las laminillas. Se 

colocó la solución de desnaturalización (formamida desionizada al 70°/o y 2xssc a ph 7) en un 

vaso coplin en un baño de Maria a 70ºc. checando la temperatura can un termórnetro dentro 

de la solución. Se pusiaron las laminillas precalentadas en el vaso coplin dentro de la 

solución de desnaturalización, incubando por 2' Se pasaron las laminillas por una serie de 

etanol frío al 70°/o, 90°/o y 100°/o durante 3' e/u. secando posteriormente al aire (82,83). Se 

agregaron 10pl de mezcla de hibridación con la sonda a la cromatina desnaturalizada. 

Poniendo un cubreobjetos de 1 Snim evitando que se formaran burbujas de aire. sellando los 

bordes con cemento de rubber Posteriormente se transfirieron las laminillas a una cámara 

húmeda sobre toallas de papel e mcuban<Jo a 37ºC toda la noche (84-86). 

Detección Se sacaron las lam1nrllas de la cémara húmeda y cuidadosamente se removió el 

cernento oe rubber utilizando pinzas Se transfmeron tas laminillas dentro de un coplin 

conteniendo la solución de lavado (50%, formamida y 2x SSC precalentada a 42"'c) y se agitó 

por 10-15' hasta que los cubreob1etos se despegaron. Se transfirieron las laminillas sin 

cubreob¡etos dentro de un nuevo koplin con solución de lavado y se agitó por 5'. Se adicionó 

200.ul de solución de bloqueo ( 4xssc y 3°/o de bsa fracción v.) y se cubrió con un 

portaobjetos de 22x40 mm transfiriendo las laminillas dentro de la cámara húmeda se incubó 

a 37~c por 30· (87.881 

Se analizaran 100 linfocitos en interfase para cada caso. considerándose positivo cuando se 

observe Ja duplicación en más de 70 células analizadas. El estudio se realizará en un 

n11croscop10 Carl Zeiss, std 25 equipado con una lémpara de epifluorescencia de una fuente 

de ILJZ Xenón y con filtro de triple banda que permite visualizar una o más marcas 

..... ~ .-.. - : ~ 
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fluorescentes, las imágenes se captarán con una cámara digital "sensi-color", en un sistema 

digital de Axon instruments. Se enviarán 9 muestras de pacientes al colegio de Baylar para 

su análisis citogenético como control intraobservador. 

8) Secuenciación: 

Se analizarán los casos Indice y los familiares afectados, por cada caso positivo se utilizará 

un control familiar y minimo 2 controles no relacionados. 

El análisis de secuenciación del gen PMP22 se realizará en un analizador genética Abi prism 

310 

Cond1ciones de PCR. Se utilizó un volúmen total de 50 ~d. que contenla: 1x de 10mM Tris, 50 

mM KCI. 3 mM de MgCI . 200¡1M de dNTPs, 1ftM. de cada uno de los oligonucleótidos 

específicos (tabla 2). Los tiempos de amplificación fueron; 1 min 94ºC, 1 min 60ºC y 1 min a 

72ºC por 35 ciclos. Los tiempos de inyección en el equipo fueron de 20 minutos 

Tabla 2.- Secuencia de Oligonuclétidos. tamat'\o del amplificado y de los 4 
exoncs en pares de bases. 

Ollgonucleotidos 

Exón 1 

F--.:lc::a gtc ttg gca tea cag get tea 
R-ctg ;1ag cea gac Ci3CJ gcg tct ttc 
Exon 2 
F-etc etc gca ggc uga uac te 
R-ctg .:lac cug cag gag cae ggg 

Exon 3 
F-tgg cea gel etc eta ac 
R-cac ccc gct tee UCil tg 

Exon 4 
F-gec atg gac tct ccg te 
R-cct atg tuc gct cag ag 

Tamaño del 
amplificado•. 

202 

156 

217 

249 

Tamaño del 
oxón•. 

78 

100 

142 

163 

------·---------------------·Roa et al. (41) 
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4.- Métodos estadísticos. 

Se realizará estadística descriptiva. 

CONSIDERACIONES ETICAS. 

Se informó a los pacientes. o en su caso al padre o tutor. sobre las características del 

estudio, invitándolos a participar en él en forma voluntaria. Con previa lectura y firma de la 

carta de consentimiento informado se procederé: a continuar el estudio (Anexo 1 ). El 

protocolo ha sido evaluado y aprobado por el comité de investigación y bioética de las 

Instituciones participantes. 
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RESULTADOS 

Se estudiaron 12 familias. los casos indice fueron 7 pacientes del sexo masculino y 5 del 

femenino. Las principales datos de los pacientes se muestran en la tabla 3. 

Tabla 3. - Caractorisllcas cllnlcas, patrón de herencia resultados de FISH y secuenclación de 
los 12 pacientes afectados no relacionados. 
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Siete de los casos fueron esporádicos y 5 familares. En 2 de los casos familiares el CMT se 

observó en 4 generaciones, solamente en una de ellas se observó la duplicación. En 3 

familias la enfermedad se manifestó en 2 generaciones. En la familia n°6 con CMT1 donde 

se detectó la duplicación, un miembro de 6 años presentó afección grave del pie, 

fasciculaciones y un reporte histológico describiendo datos de desmielinización importante 

con la formación de numerosos bulbos de cebolla, lo que corresponde a un sfndrome de 

Dejerine-Sottas. el árbol genealógico se muestra en la fig 2. 

11 

ill 

F1g 2 - Arbol genealog1co de una tarrnl1a con ti!I espectro fenot1p1co 
CMT1 y Deierme-Sottas 
JV-1 P;:ic1erite rnascuhno Ga de edad con s!ndrome de DeJenne 
Sotas. con la dup1.cac1ón 
111-7 Pa::1en1c rnascul.ro con tenot•po CMT1 co., la duphcac16n 
111-2 Paciente masc ... l1no de 44a con cuadro climco CMT1 y 
dupl1cac1ón 

El análisis de FISH en interfase reveló la duplicación de PMP22 en tres pacientes no 

relacionados. lo que supone la región de hibridación especifica en 17p11.2 y dos marcas en 

17q. En el resto de los casos indice sólo se apreciaron dos marcas en la region de PMP22 

----. --
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\f19 3). por lo cual se excluyó ia duphcac1on Este analts1s representa 25'~,:, de los 12 casos 

1nd1ce an3l1zados De los paC!entes que presentaron la dupltcac1ón 2 fueron hombres y 1 

ri1u1er uno de estos Célsos era fri111il1éH inº 6) ·.¡los otros 2 esporad1cos tnº 2 y 7), los tres 

prtc1entes manifestaban Lma d1smmuc1ón unport<\nte de las vcn1 que se encontraba por 

debajo de los 20m/s ademas de presentar una afección climc::i grave La farn1lla con la 

dupl1cuc1611 correspondía al C<i:SO de CMT1A con De¡erine-Sottas El anat1s1s de FISH en tres 

de los n11cmbros afectados pr~sentaba l.ól dupl1cñc1on conf1rn1ando el resutt~do de CMT1A 

El E!Stud10 de FISH se reallz6 en 14 p~crentes de los cuales 5 tuvieron la dupl1cac1on en todos 

los ca~o~. se 1nc1uyer l 111 cuntr o:e~ s¡_u10~ 

a) b) 

_.- ni 17---+. • 

~dup17 

··-··. 

E .• ~nal1s1s dé- secuencia de los 4 exones del gen Pív1P22 en los 9 casos indice en los que no 

se aprecio la dupllcac1ón revelo tres n1utac1ones silentes diferentes en 3 pacientes femeninos 

1 ... 
l_ 

. 
' 
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no relacionados que corresponden a las siguientes substituciones: G45C (Val15Val) en el 

exón 1 (fig 4), T159C (Cys53Cys) en el exón 2 (fig 5) y G471C (Arg157Arg) en el exón 4 (fig 

6). Estos cambios corresponden a 2 transversiones y 1 transición. 

F1g 4 - Mutación silente que substituye una c1tos1na por una guanina en el codOn 15 del exon 1 del gen PMP22 
a y b manifiestan la secuencia del mismo pac1ente por duplicado y e un control sano del mismo sexo y la misma 
edad 

a) 

V H H 
_$_ 

C F 

b) 

11 e 

e) 

11 11 F 

1=19 5 · Mutacion silente que suost1ti..ye una c1tos1na por una t1m1na en el ceden 53 del exón 2 del gen PMP22. a y b. 
muestran la sccuencmc1ón del m1sm=i paciente por dlJpl1cada y e un control sano 

-·--·---, 
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F1g 6 - Erectroferogramas del caso fam1har de CMT1. en el que se aprecia una mutación silente que substituye 
una citosina por una guanina en el codón 157 del cxon 4 del gen PMP22. a - Secuencia del caso Indice. b.
muestra la secuencia del padre de ra propos1tus afectactada con el mismo padec1m1ento y el hermano mayor 
sano 

Dos de los casos eran de presentación esporádica y uno familiar que corresponde a la familia 

nº 5 descrita en la tabla 3 En esta familia se observaron dos casos afectados donde el 

estudio de secuenciación reveló el hallazgo de una mutación silente del cadón 157 en el 

padre y la hija. se realizó el estudio al hijo mayor sano no encontrando dicha mutación. El 

cuadro clínico era similar. no existiendo diferencias en el estudio de EMG ni de la biopsia de 

nervio sural. el arbol genealógico se detalla en la figura 7. 
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Fig 7.- Árbol genealog1co de una fam1l1a con CMT1. 
1-1. Masculino de 28 af'los con ta mutación G471C (Arg157Arg). 
11-2 Caso Indice de 1 oanos con la presencia de la mutación G4 71 C 
(Arg157Arg). 
11-1 Masculino sano sin la mutación 

28 

Para descartar la asociación de estos polimorfismos con el CMT1A se analizaron 25 

controles sanos no relacionados, sin identificarse en ninguno de ellos las mutaciones 

referidas. 

I~ • 
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DISCUSION 

El mecanismo de formación de las duplicaciones génicas se ha estudiado en forma 

experimen1al en bacterias. levaduras y en la mosca de la fruta. observando que este proceso 

de la duplicación se debe a una recombinación homóloga desigual entre secuencias génicas 

similares (76) Para la detección de duplicaciones génicas en CMT1A se han utilizado 

diferentes herramientas moleculares como son el estudio de los fragmentos de restricción de 

longitud polimórflca (RFLPs). electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE) y PCR con 

rnarcadores polimórf1cos de GT, CA y de AC contenidos en la duplicación génica (89). El 

análisis molecular mediante FISH permite observar directamente la duphcac1ón y detectar 

incluso posibles casos de mosa1c1smo somático. analizando núcleos en interfase de linfocitos 

de sangre penfenca. por lo que resulta un método de elección adecuado en estos casos (90-

91 ). En el presente trabajo el análisis mediante FISH permitió la identificación de la 

duplicación de PMP22. la cual se encontró solarnente en 25°/o de los casos. Esta información 

nos perm1t•ó estaotecer el diagnóstico de CMT1A. Aún cuando la muestra no fue muy grande. 

este pequeño porcentaje de casos afectados con la duplicación de PMP22 diferiría a lo 

reportudo en la literatura. ya que la forma CMT1A con este duplicación es la más frecuente. 

Cons1dera·1do la 1nformac1ón en la literatura se esperaria encontrar cuando menos 60º/o de 

los casos con CMT1A en la muestra analizada. por lo que es importante estudiar una 

poblac1on mayor para confirmar este hallazgo. Uno de los aspectos interesantes del CMT1A 

representa la ··ganancia de función .. como consecuencia en la mayoria de los casos de la 

duplicación génica. El exceso de expresión produce un aumento en la concentración de la 

proteina PMP22 desestabilizando el proceso de mielogénesis. Pocas entidades son 

consecuencia de la presencia de 3 aletos. tal es el caso de algunas hemoglobinopatías (92), 

·----·------] , 
~· ;.. T ,1 
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cierto tipo de hipertensión hereditaria (93) y el sindrome de Bardet-Biedl (94). Por otro lado 

no sólo las duplicaciones del gen PMP22 producen la enfermedad ya que también se han 

reportado mutaciones puntuales. especialmente en los dominios transmembranales de la 

proteína. En el presente trabajo se analizaron los 4 exones codificantes del gen PMP22, 

detecténdose en 3 pacientes femeninos no relacionados tres mutaciones silenciosas 

diferentes. dos transiciones y 1 transversión G45C (Val15Val), T159C (Cys53Cys) y G471C 

(Arg157Arg). las cuales no habian sido reportadas en la literatura. Dicho hallazgo se buscó 

mtenc1onadamente en familiares y 20 controles sanos sin identificarse en ninguno de ellos, lo 

cual sugiere fuertemente que pudieran estar estrechamente relacionados con la enfermedad 

como se ha informado para CMT1 ltgado al X y los polimorfismos o mutaciones silentes del 

gen PO (95) Es conveniente mencionar un defecto comparable que causa la b+talasemia 

observado en el codón 24, en donde la mutación no cambia el aminoácido codificado (GGT 

por GGA en donde ambos codifican una glicina), lo que representa una mutación sinónima 

que no tiene un efecto neutral en el fenotipo (96). Este defecto molecular pudiera no ser 

exclusivo de la b+-talasem1a y encontrarse en otros padecimientos como seria el caso de 

CMT1A. El efecto de ganancia de func1on, observado tanto en la duplicación de PMP22 

como en rnutaciones puntuales. la gran variabilidad fenotípica en pacientes con la misma 

mutación y la presencia del mismo fenotipo con diferentes mutaciones aún en distintos 

genes. refleJa la part1cipac1ón de factores ambientales y epigenéticos participando en la 

patogénes1s de las neuropatias desn11elimzantes Este efecto pudimos observarlo en nuestra 

fam1l1a en la cual se asoció CMT1A y el sindrome de Dejerine-Sottas. Aún cuando, en ambos 

caso~ se han detectado duplicaciones de PMP22. su asociación no es la regla y éste 

pareceria ser el primer caso en donde ambos padecimientos se presentan en una misma 

familia La asociación que más frecuentemente se ha observado es CMT1A y el sfndrome de 

{ 
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Rousse-Levy. Más aún, en el sindrome de Dejerine-Sotas se han demostrado mutaciones 

puntuales en el gen PZ, para el cual no se han reparado cambios en CMT1A. 

La identificación de variantes génicas en determinados padecimientos es de gran valor en el 

area de investigación genética, ya que permite conocer los mecanismos de producción de 

mutaciones. entender algunos aspectos de la variabilidad fenotípica y reconocer la 

1nteracc1ón génica. En el caso de nuestra área de investigación que corresponde a las 

neuropatias periféricas desm1elin1zantes, es necesario analizar los distintos genes implicados 

en su etiología como son MPZ. Cx y EGR2 para tener la certeza diagnóstica y asi poder 

descartar los subtipos de neuropatías CMT1 Esta información permitiré conocer el 

cornportam1ento de estos padecm11entos en nuestra población. Sin embargo. todos estos 

datos resaltan la importancia de estudios más completos y no limitados a análisis génicos en 

büsqueda de n1utac1ones El conoc1rniento de las interacciones celulares y el proceso de 

desarrollo de las estructuras nerviosas es fundamental para tener un entendimiento claro del 

padec1m1ento El análisis de los genes sólo representa un primer paso. 

En conclusión en el presente trabajo encontramos la duplicación de PMP22 en una menor 

proporc1bn de casos en comparac1on a lo reportado previamente en la literatura e 

1dent1f1carnos 4 pohrnori1smos en el gen PMP22 asociados fuertemente al CMT1. Por otro 

lado. es fundamental realizar un estudio integral que incluya aspectos clinicos y moleculares 

en este tipo de pacientes para establecer un diagnóstico correcto y así poder ofrecer un 

asesoramiento genético adecuado. 



Anexo 1 

Neuropatias Periféricas Hereditarias, genes asociados y patrón de herencia (3,4). 

Neuropatia Hereditaria 
-CMT1A 

CMT1B 

CMT1C 

CMT2A 
CMT2B 
CMT2B1 
CMT2B2 
CMT2C 
CMT2D 
CMT3A 
CMT3B 
CMT4B2 
CMT4C 
CMT40 
CMT4E 
CMT4F 
CMT lig X1 

CMT lig X2 

HNNP 

Dejerine-Sottas 

Sindrome de Andermann . 
Agenesia de cuerpo calloso 
CMT4A 
CMT4B1 

__ Mapeo cro~~~~-m!~~:---~.!!:.~_".1 de H~rencia 
PMP22 (Proteina mielin Autosómico dominante 
periférica), duplicación 
en17p11.2-p12 
MPZ (Proteina m1elin cero), 
1q22-q23. 
EGR2 (Factor de 
crecimiento de respuesta 
temprana 2), 10q21.1-q22.1 
1p35-p36 
3q 
1q21.2-q21.3 
19q13.3 
5q 
7p14 
1q21.3 
10q23 2 
11p15 
5q23-q33 
Bq24 
1 Oq21-q22. 
19q13 
Conexina-32, Xq13.1 

Xp22.2 

Autosómico dominante 

Autosómico dominante 

Autosómico dominante 
Autosómico dominante 
Autosómico recesivo 
Autosómico recesivo 
Autosómico dominante 
Autosómico dominante 
Autosóm1co reces1vo 
Autosómico recesivo 
Autosómica recesiva 
Autosómica recesiva 
Autosómica recesiva 
Autosómica recesiva 
Autosóm1ca reces1va 
Ligado al cromosoma X 
semidominante. 
Ligado al cromosoma X 
Recesivo. 

PMP22 (Proteína mielín Autosómico dominante 
periférica), deleción en 
17p112-p12 
17 p11.2, PMP22 Autosóm1co dominante 
1q22 Autosómtco recesivo 
8q23-q24 Autosómico dominante 
15q 13-q 15 Autosómico recesivo 

Bq13-q21.1 Autosóm1ca recesiva 
11q22 MTMR2 (Protefna Autosómica recesiva 
asociada a miotubularina 2. 

32 
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Anexo 2. 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. 

México D.F. a ___ de ___________ de ____ _ 

A quién corresponda· 

Por medio de la presente hago de su conocimiento que he dado mi consentimiento para participar en 
el proyecto " ESTUDIO MOLECULAR DE PMP22 EN PACIENTES CON CHARCOT MARIE 
TOOTH TIPO 1A." que realizará el Dr. Norberto Leyva Garcia en el servicio de Genética del Centro 
Nacional de Rehab1litación-Ortoped1a y en el servicio de genética del Hospital General de México, lo 
cual he aceptado hbre y voluntanamente. 
He sido rnformado sobre el proced1m1ento del estudio que consiste en la e>c:tracción de 4 mi de sangre 
por punción de una vena penfenca del brazo La información obtenida será confidencial. Tengo el 
entend1m1ento que de este estudio se obtendra como beneficio el desarrollo de proced1mientos 
d1agnóst1cos más eficaces y un me1or conoc1miento de mi enfermedad. Por otra parte. estoy en 
libertad de retirarme del estudio en el momento que lo desee sin que esto mod1f1que la cahdad de 
atención r-nearca que reciba 

NOMBRE DEL PACIENTE 

FIRMA DEL PACIENTE. PADRE O TUTOR. 

RESPONSABLE DEL PROYECTO. 

DR. NORBERTO LEYVA GARCIA. 

FIRMA: 

. ¡ rr}i' :·~:; .~· 

i FAL:. · \_.., _____ .. 

~ 

· ..... ·-~dJ 
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