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ANTECEDENTES HISTORICOS.

En 1886 los meédicos franceses Jean Martin Charcot, Pierre Marie y en forma
independiente, el inglés Howard Henry Tooth, describieron un padecimiento que afecta al
musculo de las extremidades inferiores en forma progresiva, el cual lleva sus nombres
Charcot-Marie-Tooth (CMT) (1,2).

Las primeras observaciones de este sindrome |as realizd Friedreich en 1873 e incluye
reportes patoldgicos que indican la presencia de una neuritis intersticial periférica y Ormerod
en 1884 donde describe a dos nifios del Hospital Nacional de Paralisis y Epilepsia (2,3). En
1893 Dejerine & Sotas describen una forma mas severa de atrofia muscular peroneal con
pérdida de la funcion muscular progresiva generalizada, pérdida sensorial severa y ataxia de
miembros. Para 1954 Davies revisa la neuropatia hereditaria con predisposicion a paralisis
por presion (3,4). La descripcién de CMT tuvo un periodo largo de confusion, revisado por
Harding y Thomas en 1980, debido al uso de terminologias ambiguas, que incluyen
neuropatia hipertrofica, sindrome de Dejerine-Sottas y el sindrome de Roussy-Levy
{considerada como una forma frustrada de ataxia Friedrich), asi como CMT o atrofia
muscular peroneal. Parte de esta confusion refleja la heterogeneidad genética del

padecimiento (4).



MARCO TEORICO

DEFINICION DE CMT.

El padecimiento de Charcot-Marie-Tooth ( CMT) es una atrofia progresiva lenta de los
musculos en los miembros distales, es uno los desdrdenes hereditarios mas comunes del
sistema nervioso periférico, afectando a 1:2500 personas (4,5). La enfermedad se hace
evidente durante |la segunda década ae ia vida. A pesar de que el cuadro clinico demuestra

una amplia variabilidad, la herencia es de tipo mendeliano (4).
BASES ELECTROFISIOLOGICAS E HISTOPATOLOGICAS DE CMT.

Sobre la base de fundamentos electrofisioldgicos CMT se puede dividir en dos tipos; la
forma desmielinizante o tipo 1, que involucra una disminucion moderada a severa de la
velocidad de conduccion motora (VCM), usualmente menor a 40m/seg. . la velocidad de
conduccion motora (VCM) de los nervios peroneal y ulnar en estos pacientes es en promedio
menos de la mitad que los valores normales. La mayoria de los pacientes con CMT tienen al
nacer la VCM normal y no hay correlacion entre el grado de anormalidades de VCM vy la
severidad del fenotipo (6,7).

En el tipo 2, la anormalidad primaria parece ser mas nerviosa que glial, no se
observan bulbos de cepolla y la VCM es ligeramente reducida o normal, por otra parte se
observan serfales de amplitud disminuidas. La electrofisiologia representa una importante

herramienta diagndstica para la enfermedad de CMT (4,6).



La desmielinizacion y gliosis, frecuentemente estan asociadas con un alargamiento del
nervio periférico, junto con una disminucién de las fibras de mielina, en cortes
histopatoldgicos se observan formas de bulbos de cebolla, la uniformidad de los segmentos

nerviosos proximal distal se enfocan a las células de Schwann (8).

ESTRUCTURA MICROSCOPICA DEL NERVIO PERIFERICO.

En cortes transversales de un nervio periférico de gran calibre puede observarse que
hay una disposiciéon de tejido conectivo en forma aproximadamente tubular que incluye todo
el nervio, y recibe el nombre de epineuro. La pared del tubo del epineuro no es muy gruesa y
no suele ser tan resistente como las paredes de los tubos menores de tejido conectivo que
se hallan en su interior. Los tubos menores tienen paredes de tejido conectivo relativamente
denso, éste es el llamado perineuro. Cada tubo de perineuro contiene un numero elevado de
fibras ner;liosas. Pero cada fibra nerviosa dentro del tubo perineural esta incluida en una
capa fina de tejido conectivo; el tejido conectivo de estos tubos delicados que rodean cada
fibra nerviosa recibe el nombre de endoneurio (8,9 ).

Los nervios pequefios carecen de epineuro. Un nervio menor esta formado por un tubo
de perineuro dentro del cual hay tubos de endoneuro conteniendo cada uno una fibra

nerviosa (9,10).



ESTRUCTURA HISTOLOGICA, FISIOLOGIA Y EXPRESION GENICA DE LAS
FIBRAS NERVIOSAS DE LOS NERVIOS PERIFERICOS.

Dentro de su vaina de endoneuro de tejido conectivo, cada fibra nerviosa del sistema
nervioso periférico esta cubierta de una vaina protoplasmatica muy delgada denominada
neurolema o vaina de Schwann. Las células que forman esta vaina provienen de células
neuroectodérmicas que crecen a lo largo de las fibras nerviosas, junto con ellas, cuando van
siendo impulsadas saliendo de las crestas nerviosas por el tubo neural (10). En muchas
fibras nerviosas hay una capa de mielina entre las fibras nerviosa, y el neurolema de
bastante espesor; por lo tanto, tales fibras reciben el nombre de fibras mielinicas o
mielinizadas. Otras fibras las cuales tienden a ser menores, estan cubiertas de muy poca
mielina, reciben el nombre de fibras no mielinicas y en grupos de hasta una docena o mas
quedan incluidas en el citoplasma de la misma célula de Schwann (10,11).

Especificamente, la mielina actia como un aislate eléctrico para la propagacion de los
impulsos eléctricos a lo largo de |a longitud del axon por saltos de conduccion (10).

La mielina de las fibras mielinicas no es continua; se interrumpe periddicamente por
constricciones denominadas nodos de Ranvier. En el ambito de estos nodos no hay mielina y
tanto la vaina del neurolema como la fibra nerviosa penetran profundamente hacia la fibra
nerviosa, sin llegar a cubrirla por completo (11).

Las fibras nerviosas no mielinicas, sin vainas de mielina y sin nodos de Ranvier, no
conducen impulsos nerviosos tan rapidamente como las fibras mielinicas (11.12).

Cuando un nodo de Ranvier se despolariza debido a un impulso nervioso, la superficie

interna de la membrana del axén a nivel de dicho nodo tiene una carga positiva mayor que la
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superficie interna del axén que en el nodo de Ranvier vecino, de manera que se desplaza la
corriente al alcanzar otro nodo despolarizado (13).

Por lo tanto, en fibras mielinicas la onda de despolarizacion salta, a lo largo de las
fibras nerviosas de un nudo atl siguiente, este es el motivo de que la conduccion sea tan
rapida en las fibras mielinicas. Parece que las diferencias de potencial que genera la
corriente entre nodos de Ranvier vecinos no serian suficientemente grandes para que uno
despolarizado, causara despolarizacion del proximo si los nodos estuvieran muy apartados
entre si. Los nodos de Ranvier nunca estan separados por mas de 1mm de distancia. La
rapidez de la transmisién nerviosa a lo largo de una fibra varia con el diametro de la misma;
cuando mas voluminosa, mas rapidamente conduce (14).

La mielina entre las constricciones de Ranvier esta rota por pequefas incisuras o
hendiduras que se extienden penetrando desde la superficie, son las llamadas hendiduras
de Schmidt-Lantermann, y los segmentos entre ellas se denominan segmento de Schmidt-
Lantermann (14).

La formacion y estructura fina de |las vainas de mielina es de citoplasma de la célula
de Schwann que rodea un axon. El estado de desarrollo en premielinizacion, es un
prerrequisito para iniciar la mielinizacion y es regulado a través de interacciones de célula de
‘Schwann-axon, y secuencias de eventos genéticamente programados por la sobre
regulacion de expresiones de genes especificos mielinicos, Krox 20 y Oct 6 que son
importantes componentes de la transicién programada de la promielinizacién al estado de
mielinizacion del desarrollo de Ias células de Schwann, porque ambos Krox 20 y Oct 6 son
factores de transcripcion, su rol en la transicidn de promielinizacion al estado de mielinizaciéon

del desarrolio debe ser activado por la transcripcion de genes mielinicos especificos,
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sugiriendo que la regulacién de expresion genes especificos mielinicos ocurre principalmente
a nivel transcripcional (15).

En el sistema nervioso periférico, Krox 20 se expresa en forma importante en células
Schwann mielinicas, estos RNAmM se acumulan en paralelo con otros productos importantes
de transcritos de genes mielinicos, la expresion de Krox 20 también requiere la interaccion de
células de Schwann-axonales. Experimentalmente se ha visto que en la seccidon del nervio la
expresion se ve abolida y también durante la reinervacion. Interesantemente el inicio de la
expresion de Krox 20 se da en las células de Schwann después de Oct 6, sugiriendo que
Krox 20 actua como un paso en el desarrollo de las células de Schwann rio abajo de Oct 6
(11,12,15). Oct 6 también llamado SCIP/T es expresado en altas cantidades en células de
Schwann-promielinizantes y posteriormente es inactivado. Oct 6 es expresado en células de
Schwann antes de Krox 20, estos transcritos no se traslapan sugiriendo que Oct 6, esta
involucrado en un paso inicial de la via de mielinizacidn, el modo de expresion de Oct 6
depende de la interaccion entre las células de Schwann-axonales: Oct 6 se vuelve a expresar
en el nervio adulto después del dafo nervio cuando las ceélulas de Schwann recubren los
axones. La expresion durante el desarrollo y la re-inervacion pueden ser bloqueadas también
por axotomia (9,14,15). En adicion, la des-regulacion de Oct 6 antes de la mielinizacion
también requiere la presencia de axones, en la ausencia de Oct 6, las células de Schwann
son llevadas al estado de desarrollo promielinizante y eventualmente al estado mielinizante.
Finalmente Oct 6 no es necesario para la transicion del estado pro al mielinizante del
desarrollo de las células de Schwann, pero es requerido para la perfecta sincronizacion de
esta transicion (10,15).

Cuando ia célula de Schwann empieza a envolver al axon, ta membrana que reviste

una parte del surco entra en contacto con la membrana celular que reviste |la otra parte de
12



dicho surco. Estas dos membranas llegan a reunirse y cuando la célula sigue girando
alrededor del axén constituyen una serie de anillos formados por lineas dobles. Entre los
anillos dobles vecinos al principio hay citoplasma. En consecuencia, |a vaina de mielina esta
constituida por anillos de membrana celular de dos capas cada una (13).

Se sugiere que las células de Schwann tienen una pr_ofunda influencia en los axones
por que afectan la densidad del neurofilamento, la fosforilacion del mismo, lento transporte y
e! calibre axonal. Amplias evidencias demuestran que los axones pueden modular la
produccion de mielina via las células de Schwann (10).

Aunque la regulacion de la mielinizacion es muy compleja, un punto importante de
este proceso durante el desarrollo y remielinizacion, es la regulacion de los genes
trascripcionales mielinicos. Los genes trancripcionales mielinicos pueden ser modulados a
través de la actividad de al menos tres senales de transduccidn; A.-) La activacion de ia
interaccion entre el axdon y las células de Schwann, lo cual es requerido para establecer el
estado de promielinizacién del desarrollo de las células de Schwann, la transicion al fenotipo
mielinizante, y mantener este fenotipo. Los cambios en la expresion de genes mielinicos
producidos por esta ruta pueden también alterar la disponibilidad de la respuesta de células
de Schwann a sefales axonales, conduciendo hacia los procesos de desarrollo o
‘remielinizacion. B.-) El reticulo endoplasmico el cual es sensible al colesterol y {os pliegues
membranales proteicos, es requerido para la coordinacion de la biosintesis de proteinas y
lipidos. C.-) La expresion de PO la cual se en(;uentra regulada por el ensamblado de la

compactacion de la mielina (14,15).
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MODO DE HERENCIA Y MAPEO CROMOSOMICO.

A pesar de la heterogeneidad genética, la forma de herencia mas frecuente es
autosémica dominante que representa al tipc 1. Para esta categoria se involucran a tres /oci
genéticos; en el cromosoma 17 para CMT7-7A, cromosoma 1 en CMT-18 y para CMT-1C en
el cromosoma 10 EGR2 (16,17). La forma axonal de CMT-2 es menos frecuente que el tipo 1
y también es autosdmica dominante, los hallazgos histolégicos son disminucion del nimero
de axones mielinizados sin una evidente significancia de demielinizacion o remielinizacion y
un incrementado numero de tomaculae en preparaciones de nervio, se tienen tres loci
identificados, en el cromosoma 1p35-p36 en CMT2A, en el cromosoma 3q13-q22 en CMT728,
aun no identificado para CMT2C, en el cromosoma 7p11.2 en CMT2D, y finalmente CMT2E
no se tiene identificado (20,21). La forma autosOmica recesiva de CMT es relativamente rara,
es genéticamente heterogénea y ha sido recientemente mapeado en el cromosoma 5923-
Q33 para CMT4C, en el cromosoma 8q13-g21.1 para CMT74A, en el cromosoma 11qg23 para
CMT48 (18,19).

Clinicamente CMT ligado al X es parecido a CMT7-1, el gen de la conexina 32 esta
mapeado en el brazo largo del cromosoma X, y es la segunda causa mas comun de
neuropatia hereditaria después de CMT71A. (22,23,24)

Posiblemente el aislamiento de todos estos genes y sus proteinas nos puedan dar
una mejor idea para entender las propiedades estructurales y funcionales del nervio
periférico.

Existe una gran variedad de CMT desde el punto de vista clinico por ejemplo: la forma
severa de neuropatia es el sindrome de Dejerine-Sottas la cual es una rara enfermedad con
presentacion en la infancia y las velocidades de conduccion son menores de 10miseg
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(25,26). Existe otra entidad que es la neuropatia hipomielizante congénita y finalmente esta
el término que se refiere a la neuropatia hereditaria con predisposicidn a provocar paralisis

por presién, (HNFF) 1a cual es una variante alélica de CMT1A provocada por delecion (27).

La delecidon en 17p11.2 esta asociada con un fenotipo diferente, neuropatia
tomaculous o neuropatia hereditaria con predisposicion a provocar paralisis por presion,(1,2)
La HNPP es autosdmica dominante, presenta en un inicio debilidad y paralisis muscular
provocado por una compresion o trauma leve, el inicio de la enfermedad es en la nifiez o
adolescencia, la velocidad de conduccion esta ligeramente disminuida y muestra segmentos
nerviosos desmielinizados y remielinizados, creando aumentos de la cubierta de mielina

(28,29).

Se implican a tres genes especificos en el espectro clinico de las neuropatias
periféricas, el gen de la proteina mielinica periférica de 22 Kd (PMP22) éste involucra a tres
enfermedades, CMT-1A, DSS, HNPP, el gen de la proteina mielinica cero (MPZ) presente en

CMT-18, DSS, CHN y finaimente el gen de la conexina 32(Cx32) implicado en CMT-X (4).

15



CUADRO CL.INICO.

L.a enfermedad de CMT inicia primero en los pies y piernas, los sintomas son debilidad
de los musculos distales que se detectan inicialmente como una anormalidad en la marcha
(steppage o en equino), calambres frecuentes, en el examen fisico presentan deformidades
de los pies, incluyendo pie cavo o equino varo y una apariencia de botella de champagne
invertida en los miembros inferiores (30). Los reflejos tendinosos estan ausentes o
disminuidos. Los sintomas se;nsoriales son menores y estos son reportados por los pacientes
como disminucion de la sensacion sobre el pie, esto puede producir callosidades y menos
frecuente Ulceras, los cuales se desarrollan sobre los puntos de presion. Mas tarde, los

pacientes experimentan debilidad de los musculos intrinsecos de la mano, que nos llevan a

una apariencia de la mano en garra (31).
MECANISMOS MUTACIONALES.

Existen dos mecanismos de mutacidn descritos, las mutaciones puntuales y las
duplicaciones. En CMT7-7A en el brazo corto del cromosoma 17 en la regién 17p11.2-p12
existe una duplicacion submicroscépica de 1.5 Mb. en un alelo creando un complemento
trisomico parcial, con dos copias en el cromosoma anormal y una tercera en el cromosoma
normal, el rearreglo es de alrededor del 70 % en los casos hereditarios y el S0 % de casos
esporadicos (32). En aproximadamente el 85 % de los casos de pacientes con HNPP, son en
la misma regidn, el paciente es hemicigoto a este /ocus y solo tiene una copia en el

cromosoma normal (29).



La duplicacion contiene los genes HREP, COX10, RFPL9 que codifica la proteina L9
ribosomal 60S, RMSA gen del huso mitético y se contempla que esta region contiene
probablemente de 30 a 50 genes informacionales, basado en el tamafo, por o tanto la
funcion de los productos de uno o mas de estos genes pueden ser alterados a través del
incremento de dosis, el gen PMP22 esta dentro de la region de 1.5 Mb. y se ha postulado
como el factor etiolégico de la enfermedad, es probable que sea debido a la sobre expresion
en CMT-1A y a la baja expresion en HNPP (33).

l.a regidn de 1.5 Mb. esta flanqueada por dos regiones casi idénticas una proximal y
otra distal que constan de alrededor 24000 pb. estas secuencias repetidas de DNA son
98.7% semejantes una de la otra. (CMT-7A REP) (34).

Se ha sugerido que la presencia de los CMT7-1A REPs en esta region CMT71A y la
Delecidon de HNPP, estén relacionados con la duplicacion provocado por un
entrecruzamiento desigual. La idea basica es que ocurre un error durante la meiosis, donde
las regiones del genoma de los cromosomas 17, pueden cambiar un segmento amplio de
DNA. Tales recombinaciones son frecuentes, ocurren en promedio una vez por meiosis en
cada brazo corto del cromosoma 17 (35,36). El par cromosomico humano es homoélogo en
99.9%, difiriendo uUnicamente en un polimorfismo alrededor de una vez en cada mil
‘nucledtidos (37,38). Durante el entrecruzamiento de! cromosdmico 17, la REP proximal de un
cromosoma permite acoplarse con el REP distal del otro, debido a la homologia el par
correcto, pero el resto de la regidon se encuentr.a mal alineada (38,39). En este evento, el
intercambio meidtico es desigual, un cromosoma recibe una duplicacion en tandem de la

region entre REPS y el otro es dejado sin copia (figura 1) (39,40).
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FIGURA 1. —-Esq se rep A.- El entrecruzamiento
normat entre los REPs proximal y distal. 8.- El entrecruzamiento
desi 1 do el cr CMT1A (4)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

ESTRUCTURA Y FUNCION DE PROTEINAS.

PMP-22

La secusencia del gen PMP-22 humano predice una proteina de 160 aminoacidos, con
un peso molecular 22 kDa, y con cuatro dominios transmembranales, la expresion de PMP-
22 se da principalmente en la mielina compactada del nervio periférica, observandose una
regulacion en el nervio distal dafado que después regenera el axon, esto sugiere que el axén

regula al gen en las células de Schwann (2,4).
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La funcion precisa de PMP-22 aun no esta clara pero se considera que actua en el
mantenimiento de la integridad estructural de la mielina, muy importante en la regulacion del
ciclo celular y funcionando como una molécula de adhesion. Recientemente se ha
demostrado que la regulacion es por dos promotores alternativos, siendo tejido especificos;

A.-) Es predominante en el nervio periférico y B.-) En tejido extraneural como pulmon,
corazdn e intestinos (9,40).

Po. (MPZ)

CMT-18 esta ligado al locus del grupo sanguineo Duffy en el brazo largo del

cromosoma 1. El brazo largo (especificamente 1921.2-q23) contiene al gen de la proteina
mielinica cero (MPZ) de 28 kda, el cual se compone de seis exones (2,4). Esta proteina
contiene pliegues, es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas y consta de un
dominio extracelular parecido a una inmunoglobulina, un dominio transmembranal y un
dominio citoplasmico, que solo se expresa en las células de Schwann (6,9). Las principales
mutaciones en el gen Po son en los exones 2 y 3 que codifican para los dominios extracelular
y transmembranal de la proteina. Muchos de los pliegues de la molécula glicosilados estan
en el dominio extracelular que dan sus propiedades adhesivas para compactacion de la
mielina (41).

Las formas homotetrameéricas se entrelazan con idénticos tetrameros en oposicion en

las membranas de las células de Schwann, esto sugiere que MPZ es adhesiva para la
envoltura de la cubierta de mielina (1,2,41).
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Conexina 32.

El gen CMT-X esta localizado en la region Xg13.1 que contiene al gen Cx32 que
codifica para una proteina de 32 kDa que es una proteina de unién llamada conexina 32,
expresada en multiples tejidos, la proteina se organiza en un grupo hexagonal el cua! forma
un canal en la membrana. La conexina tiene cuatro dominios transmembranales, dos
dominios extracelulares, cada dominio extracelular tiene tres residuos de cisteina altamente
conservados y se piensa que estabilizan la estructura terciaria de la moleécula a través de la
formacidén de unién de bisulfitos y un dominio intracelular, asi como los dominios N y C
terminal, la alfa hélice del tercer dominio transmembranal forman el poro central, con
residuos polares alineados en la pared del poro, el diametro del canal es 1.2 nm, ésta es
conectada con otro hexamero de Cx32 en la superficie de la célula adyacente completando el
canal para permitir el paso de proteinas, acidos nucleicos, iones y pequefias moléculas
(1.2,24).

Se ha postulado que la brecha de unién intercelular esta involucrado, en numerosos
procesos, incluyendo cooperacion metabdlica, sincronizacion intercelular, y control del
crecimiento del nervio periférico durante el desarrollo (3,4).

La diferencia de PMP22, MFZ, es que aparecen por toda la cubierta de mielina y Cx32

es encontrada unicamente en los nodos de Ranvier y Schmidt Lantermann. (22,23)
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HOTSPOT EN CMT.

El genoma humano es rico en secuencias repetidas. Un ejemplo son las secuencias
Alu que tienen 300 pb. de largo y se encuentran de 100 a 1000 veces en todo el genoma.
Precisamente dentro de CMT-1A REPs existe una alta homologia entre ios 24000 pb. (42,43)

El REP distal tiene un sitio EcoR! que no esta presente en el REP proximal, mientras
que el REP proximal tiene el sitio Sac/ que no contiene el REP distal. Si el punto de ruptura
fuera entre estos dos marcadores, el recombinante REP en la duplicacién cromosomica 1.5
Mb tendra una distancia 3.2 Kb. y es un fragmento intermedio entre la regidén proximal y distal
del entrecruzamiento (37). En la delecion reciproca del cromosoma el punto de
entrecruzamiento puede ser en el fragmento £co R1 a Eco R171 de 7.8 Kb. Posterior a la
secuencia de este fragmento de DNA reveld un sitio Nsi7 en el REP proximal que no esta en
el REP distal, el entrecruzamiento entre Eco R1 a Nsi1 tiene un lugar el punto de ruptura en

un espacio Unicamente de 1.7 Kb. (Fig. 2) (43).

Kreuicanm rury ] LL; seear ¥ “g:‘l'l ot { 4"__1‘,.9(*!

FIGURA 2. -Esq de se i el sitio de restricciéon de 1.7 kb,
en el sitio de recombinacion.(4)
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ELEMENTO MARINERO PARECIDO A LOS TRANSPOSONES CERCANO AL

HOTSPOT.

Ciertos datos sugieren que probablemente existe una sefal dentro o cercana al sitio de
intercambio de recombinantes de homologia para ocurrir preferentemente dentro de la region
de 1.7 Kb, (44,45) ciertas evidencias sugieren que hay un elemento parecido a un transposon
llamado MITE cercano al Hotspot de recombinantes de homologia entre los CMT1A-REPs
(46,47). Se predicen tres exones en ambas regiones tanto en la de 7.8 para el CMT1A-REP
proximal y en la regién de 1.8 para el CM7T7A-REP distal, uno de estos exones demuestra
homologia a nivel de aminoacidos de la region conservada de varios transposones de
insectos. (MITE; elemento Marinero del Transposon de insectos) (48,49).

El anadlisis de la secuencia determind que el repetido esta flanqueado por secuencias ALU
invertidos, la secuencia ALU esta presente en la porcién centromérica de los repetidos
CMT1A-REP proximal y distal y asi en la porcion telomeérica del repetido distal. La secuencia
ALU truncada esta presente en la region telomérica del repetido proximal sugiriendo que el
repetido CMT1A-REP distal es |la copia progenitora (50).

La enzima transposasa del elemento de transposicion corta estos sitios blanco potenciales
en la region 3' terminal de MITE 6 en uno de los 88 dinucledtidos TA repetidos en esta
region, el cual es el sitio preferido para inserciones de estos elementos, entre 10s sitios EcoR/
y Nsi1 que fla}nquean el Hotspot (51). El doble rompimiento de la cadena podria ser la senal
para iniciar el intercambio de cadenas que resulta en un Hotspot de homologia de
recombinacion en humanos similares a los FHotspot observados alrededor de sitios blancos

de elementos de Drosophila (48,52).
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METODOS DE DIAGNOSTICO.

La duplicacién no es visible por andlisis estandar de cromosomas o por laminillas de
cromosomas en metafase por técnicas de citogenética de alta resolucion, (6,35,42) sin
embargo, los pacientes con CMT1A pueden ser detectadas por analisis Southern blot que
detecta diferentes dosis de alelos, la amplificacidn de un polimorfismo repetido (GT)n por
PCR para detectar tres alelos (53,54), la deteccion de nuevos fragmentos de union usando la
electroforesis en campos pulsados(PFGE) y la hibridacion in situ fluorescente en ntcleos en
interfase para detectar duplicaciones (55).

La hibridacién in situ fue primero descrita por Pardue y Gall en 1869 y por John en
forma independiente, usando glandulas salivares de Drosophila. (57,58)

A mediados de los 1970 se desarrollaron métodos para detectar la presencia de segmentos
de DNA y RNA por Southern y Alwine respectivamente. (58)

Desde el desarrollo de la hibridacidn in situ fluorescente por Landegent en 1984 y por Pinkel
en 1986, los marcadores fluorescentes han remplazado a los radioactivos. Los marcadores
fluorescentes tienen varias ventajas sobre las marcas con isotopos, incluyendo rapidez para
el andlisis microscopico, sensibilidad, estabilidad, seguridad, disminucién de tiempo de

‘hibridacién y la obtencion de muitiples marcas (59).

23



HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE

La hibridacion de acidos nucleicos es el método mas poderoso para detectar y
cuantificar secuencias de DNA y RNA especificas (57). Con ella es posible detectar
secuencias de acidos nucleicos en el interior de las células, en compartimentos subcelulares,
(mitocondrias, cloroplastos, nucleo, nucleolo) y adn subnucleares, y/o en extendidos de
cromosomas metafasicos (58). Todas las metodologias que emplean el proceso de
hibridacién de acidos nucleicos comprenden basicamente el uso de un fragmento de DNA de
una sola cadena marcado especificamente in vitro (sonda), la cual reacciona y se une con su
cadena de DNA complementaria (59).

La reaccion de hibridacion es dinamica donde la desnaturalizacion de la secuencia blanco y
la cadena complementaria sencilia de DNA se alinean formando una cadena doble estable
entre moléculas hibridas. Durante la hibridacion, las interacciones rapidas y estables que
ocurren entre el blanco y la sonda forman cuatro tipos de duplex: Blanco: Blanco, Sonda:
Sonda, hibridos estables especificos, e hibridos inespecificos. Los primeros tres tipos son
mas estables y sus duplex pueden resistir mas condiciones de rigurosidad durante la
hibridacién y subsecuentes lavados debido a su alto grado de complementariedad. Los
duplex Sonda: Sonda o Blanco: Blanco son no detectables o deseables porque el complejo
no esta unido a la laminilla y es removido durante los pasos de lavado en el primero, en el
segundo caso no es marcado y no se observa, las interacciones inespecificas son removidas
generalmente durante los lavados de gran rigor (60).

La teoria cinética molecular determina los parametros de los procesos de hibridacion. La
concentracidon de la sonda y blanco, temperatura, concentracion de sales y pH, determinan
significativamente |a relacion de alineamiento.
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TEMPERATURA Y CONCENTRACION DE SALES.

La hibridacion entre la sonda y el blanco ocurre justo debajo de su punto de fusion
(Tm). La Tm de un duplex dado generalmente depende de tres factores: composicion de
bases, longitud, y concentracion de sales. Esta relacion es expresada en una ecuacion que
predice la Tm para una cadena duplex.

Tm (°C)= 16.6 log M + 0.41 (% G+C) + [81.5 — (820/1) —1.2 (100 — h)]

Donde M es la concentracion de cationes monovalentes, % G+C es la composicién de
bases, | es la longitud de! duplex, y h es el porcentaje de homologia inter cadenas,

La temperatura de fusion del daplex es también en funcion de la concentracion de
sales. SSC en la mezcla de hibridacion estabiliza pares de bases no complementarias. Los
cationes monovalentes Na® interacciona electrostaticamente con las cargas negativas de los
fosfatos, que causan resistencia de los acidos nucleicos. Neutralizando las cargas de la
cadena de oligonucleotidos, la repulsidon entre blanco y sonda es minimizada, asi se

estabiliza el hibrido. (59)

FORMAMIDA.

La formamida es usada durante la hibridacidon porque ésta desestabiliza las uniones
de hidrégenos através de pares de bases y bajando la temperaturé de fusion del blanco y
sonda. Cada porcentaje de formamida baja la Tm 0.7 °C, la formamida desestabiliza
secuencias ricas-AT desproporcionadamente mas que hibridos ricos-GC. La desventaja de la
formamida es que el tiempo de reaccidn de hibridacion se incrementa aproximadamente tres

veces. (61)
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DNA BLOQUEANTE.

El DNA bloqueante es frecuentemente usado para reducir hibridizaciones no
especificas de la sonda a DNA no blanco. Este consiste de secuencias repetitivas o extractos

geonomicos de tamafo entre 400 pb. y 1kb. (61)

DNA PORTADOR.

El esperma de salmoén es frecuentemente usado durante la hibridacién para reducir el
fondo, se asocia con sitios no bioldgicos en la ausencia de blanco, el tamarno es de 400bp

aproximadamente. (61)

MOLECULAS INTERCALARES.

El dextran sulfato, la gelatina o el suero fetal bovino, facilitan los procesos de
hibridacion disminuyendo los espacios libres en la reaccion, ya que son muy hidrofilicos, y

asi los acidos nucleicos tiene menos acceso al agua. (61,62)

SONDAS. -

Las sondas pueden ser de longitud entre 250 pb. y 1 kb, fragmentos de DNA. Entre
ellas estan los oligonucledtidos, fragmentos de DNA generados por PCR, RNA antisentido o

RNA sense producidos por transcripcion in vitro.(57,58)
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MARCADO DE LA SONDA

Las marcas se pueden adicionar por diferentes procedimientos como; random primed,

nick translation, PCR, 3' terminal marcando/tailing, o transcripcion in vitro.

RANDOM PRIMED

Las sondas preparadas por esta técnica se usan generalmente para aplicaciones blot
por la alta incorporacion de nucledétidos y la alta produccion de sonda marcada.

En la reaccidon de random primed, el DNA molde es desnaturalizado y se alinea el
oligonucledtido iniciando de 3'-OH. El tamaro de la sonda es de alrededor de 200 a 1000 pb.,
la reaccion random primed puede producir de 30-70 ng (10 ng DNA moidee y 1 h incubacion)
para 2.10-2.65 ug (por 3 ug molde y 20 h incubacidon) de DNA marcado no radiactivamente.

(58)
NICK TRANLATION.

En la reaccion de nick transiation el DNA molde puede estar superenrrollado o lineal,
despueés el DNA es cortado con DNAsa 1, la actividad de la exonucleasa DNA polimerasa 5'-
3' se extiende sobre las muescas 0 huecos, asi la polimerasa reemplaza el nucledtido
incidido con unos marcados. La reaccion produce un marcado optimo después de 60 a 90

min. El tamafio de la sonda después de la reaccidon es alrededor de 200 a 500 pb. (57,58)
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PCR

Las sondas pueden ser creadas por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). En la PCR, dos oligonucledtidos hibridan las cadenas de DNA en forma opuesta y
flanquean una secuencia blanco especifica. Asi una polimerasa termoestable (tal como la
Taqg DNA polimerasa) elonga los dos primers, en una secuencia de cicios repetidos
(desnaturalizacion, alineamiento del oligonuciedtido y extensién de los mismos) resultando
en una acumulacién exponencial de copias de la secuencia blanco (Alrededor de un millén
de copias en 20 ciclos). La incorporacion de nucledtidos marcados durante la PCR puede
producir grandes cantidades de sonda marcada con minimas cantidades ya sea de plasmido
o de DNA gendmico. La extension de la sonda amplificada es precisamente definida por el 5
terminal de los oligonucledtidos, permitiendo asi una delimitacion relativamente sencilla del

tamano optimo de la sonda. (55,58)

Los tres metodos de marcaje del DNA permiten una gran flexibilidad para observar ias
extensiones de los fragmentos marcados. Cambiando la concentracion de DNAsa con el nick
translation se altera la extension de los fragmentos, en la reaccion de marcado por Random
Primer, cambiando la concentracion de los primers se altera la extension de la regidon, y

finaimente en la PCR, cambiando la secuencia de los oligonucledtidos se controla la

extension del fragmento. (58)
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FLUOROCROMOS

Hay una gran variedad de fluororocromos que estan disponibles para reacciones de

hibridacion in situ.

DIGOXIGENINA.

La digoxigenina es aislada de un esteroide de las plantas del genero Digitalis (Digitalis
purpurea y Digitalis lanata). Como las flores y las hojas de estas plantas son la unica fuente
natural de la digoxigenina, el anticuerpo es altamente especifico y no se une a otro material
biolégico.

La DIG se une a la posicion C-5 del nucledtido uridina via una larga cadena que
contiene once atomos de carbono. (61)

Los nucledtidos marcados con DIG se incorporan a la sonda de acidos nucleicos por
una DNA polimerasa (E.co/i DNA polimerasa 1, T4 DNA polimerasa,T7 DNA polimerasa,
transcriptasa reversa y Tag DNA polimerasa ) asi como RNA polimerasa (sp6,T3,T7 RNA

polimerasa ) y transferasa terminal (57)
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BIOTINA.

En principio la biotina se puede usar en el mismo sentido que la digoxigenina, ésta
puede ser detectada por anticuerpos anti-biotina. Sin embargo, la estreptoavidina o ia avidina
son usadas mas frecuentemente porgque estas moléculas tienen una gran afinidad por la
biotina. La avidina es una glicoproteina de 68 kd extraida de la clara de huevo y tiene una
constante de unién de 10 -15 M a 25° C.()

La marcacion enzimatica de acidos nucleicos con biotina-dUTP fue desarrollada por
David Ward y Coworkers, ademas se tienen otros nucledtidos biotinilados sintetizados como

el adenosina biotinilado y trifosfato cisteina (62).

FLUORESCEINA.

tos nucledtidos marcados con fluoresceina pueden ser usados tanto para métodos
directos, como métodos indirectos de hibridacion in situ. La fluoresceina-dUTP/UTP/ddUTP
y puede ser incorporada enzimaticamente dentro de los acidos nucleicos. Es un marcador
directo, el inconveniente de los métodos directos es que puede ser menos sensible que los
métodos indirectos. Una alternativa, los nucledtidos marcados con fluoresceina pueden ser
detectados con un anticuerpo anti-fluoresceina enzima conjugado o con un anticuerpo no
conjugado y un anticuerpo secundario marcado con fluoresceina. (58)

Se tienen otros fluorocromos como el tetrametilrodamina-6-dUTP(rojo) y el amino-

metilcumarina-6-dUTP. (azul) (58)
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METODOS NO RADIOACTIVOS DE HIBRIDACION.

Directo e indirecto. En el método directo, la molécula detectable (reportera) es unida
directamente a la sonda de acidos nucleicos, asi los hibridos pueden ser visualizados bajo un
microscopio inmediatamente después de la reaccion de hibridacion. Para tal método es
esencial que la sonda reportera resista las condiciones de hibridacion y lavados, quizas lo
mas importante es que Iz molécula reportera no interfiera con la reaccion de hibridacion. (63)

Los procedimientos indirectos requieren de sondas que contengan una molécula
reportera, introducida quimicamente o enzimaticamente, que pueda ser detectada por
afinidad citoquimica. Ademas, la presencia de la marca no debe interferir con la reaccion de
hibridacion o la estabilidad del resultado hibrido. La molécula debe ser accesible a los

anticuerpos. (57)
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DISENO DEL ESTUDIO

Transversal descriptivo

Estructura: PROSPECTIVO y OBSERVACIONAL.
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JUSTIFICACION.

En el Centro Nacional de Rehabilitacion-Ortopedia la consulta de pacientes con neuropatias
hereditarias es frecuente (entre 10 a 15 familias al afio en el caso de CMT) vy con fines de
investigacion resulta necesario implementar una técnica confiable para el diagnodstico.

La duplicacion de CMT-1A no es visible por analisis citogenéticos habituales, y se requiere
de técnicas moleculares costosas y consumidoras de tiempo. La hibridacién in situ
fluorescente es una técnica confiable con alta especificidad para la deteccion de la

duplicacion, por lo que hemos considerado este método el ideal para la deteccidn.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En México no existe un método basado en la deteccion molecular especifica de la
duplicacidbn que nos ayude hacer el diagndstico adecuado y asi poder brindar un

asesoramiento genético mas preciso.
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HIPOTESIS.

Realizando hibridacidn in situ fluorescente en pacientes con CMT-1A se encontrara la

duplicacion en tandem en la region 17p11.2-p12 que contiene al gen PMP-22.
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OBJETIVOS.

-Realizar en el servicio de genética del CNR-Ortopedia la estandarizacién de la técnica de

hibridacion in situ flucrescente.

-Determinar 1a duplicacion del gen PMP-22 en pacientes con CMT-1A por la técnica de

hibridacioén in situ fluorescente.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

1) CRISTALERIA.

-Cubre objetos de 22 x 22 mm.
-Frasco color ambar de 1000 ml
-Matraces aforados de 250, 500 ml
-Matraces Erlenmeyer de 250, SO0 ml
-Pipetas serolégicas 1, 5, 10m!
-Porta objetos de 26 x 76 mm.

-Vaso de coplin.

-Vaso de precipitado de 250, 500 ml|

2) EQUIPO.

- Baro Maria a 45° C, 60° C, 70° C.
- Camara humeda. )
- Horno o estufa a 55° C.

- Incubadora de COz2a 37° C.
- Termoblogque a 75° C.

- Microscopio equipado para fluorescencia.
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MATERIAL.

3) MATERIAL BIOLOGICO.

- Muestras de sangre periférica con heparina.

- Sonda marcada con un fluorocromo con una longitud de onda de coloracion roja.

4) REACTIVOS.

- Aceite de inmersion. - Cemento de Rubber.

- Acido acético glacial. - Etanol frio, 70%, 90%, 100%.
- Acido clorhidrico. - Formamida desionizada.

- Alcohol etilico de 96°. - Xilol.

5) SOLUCIONES.
- Solucién Antifade 10 ml -. Solucion de lavado A.
- Solucidn de hibridacion 2X. -. Solucion de lavado B.

- Amortiguador - Solucion de lavado C.

-Solucion de desnaturalizacion.
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METODOLOGIA.

Se obtuvieron 12 muestras de sangre periférica de pacientes con un cuadro clinico de
neuropatia periférica y con velocidades de conduccidon nerviocsa motora y sensorial
disminuidos de los nervios ulnar y peroneo, y 10 controles sanos del servicio de genética de!
Centro Nacional de Rehabilitaciéon de la Ciudad de México.

Las muestras obtenidas fueron cultivadas de acuerdo a procedimientos de
citogenética (pag. 40 cariotipo). Aungue el analisis fue realizado en nucleos en interfase,
fueron expuestos los cultivos a colchicina de acuerdo a métodos para obtener cromosomas
metafasicos en adicién a los nucleos interfasicos. Se seleccionan las mejores preparaciones
cromosoémicas y en un coplin se guardaron en el horno 50 a 55°C. Las |laminillas pueden ser

dejadas por varios dias.

Se llevo a cabo la técnica de hibridacidn in situ en las extensiones cromosémicas para

microscopia de epifluorescencia, técnica que a continuacion se describe:

1.} Las extensiones cromosomicas antes de realizar la hibridacion; las secuencias
blanco de DNA estan rodeadas por proteinas que las enmascaran, por lo que con

frecuencia requiere un proceso de permeabilizacién, con varios tratamientos.

1.1) Con RNasa que sirve para remover el RNA enddégeno permitiendo

mejorar la sefial de hibridacion a razon DNA-DNA. Esto es hecho por
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incubacion de la preparacion de RNasa (100 ng) en 2X SSC a37° C

por 60 min.

1.2) Con HCL a una concentracion de 200 mM por un periodo de 20 a
30 min. Es incluida para extraccion de proteinas por hidrolisis y

contribuye a mejorar la sefial.

1.3) Con detergentes por lo general se utiliza Triton X-100, duodecil

sulfato de sodio, para eliminar las membranas del citoplasma.

2) Se combinaron 20 a 30 ng de sonda marcada con la extension cromosémica
pretratada se introduce la laminilla a un coplin que contiene 50mL de solucion de

desnaturalizacién a 70°C en bano Maria por dos min.

3.) Se cubrieron con un cubreobjetos teniendo cuidado de que no queden burbujas y

sellar el borde con cemento de rubber.
4.) Se dejaron hibridar durante toda la noche en camara hiumeda a 37° C.

5) Al siguiente dia se precalentaron coplin y los frascos de las soluciones de lavados
A, By C a 45°C, 60°C y 45°C respectivamente, usando las pinzas, cuidadosamente
remueva el cemento de rubber sin quitar el cubre y pase la laminilla al coplin que

contienia la solucién de lavado A, agitela por 5§ min. , Transfiera la taminilla a un coplin
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con solucion de lavado B, calentada a 60°C, se lava tres veces por § min. Con agitacién,

se pasa la laminilla a 1a solucion de lavado C 3x5 min.
6.) Se escurrid la laminilla y adicionar 30 uL de solucidn de antifade con yoduro de

propidio o DAP! cubrir con un cubreobjetos, almacenar a 4°C en oscuridad y se reviso

la taminilla con un microscopio de epifluorescencia.
TECNICA DE CARIOTIPO EN LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA.
1. - Las muestras de sangre se tomaron en condiciones estériles con jeringa heparinizada.
2. — Se colocaron 0.5 mi de sangre en 4.5 ml de medio de cultivo (RPMI 1640) suplementado

con suero fetal bovino (0.5 ml) y antibidticos (penicilina 2000 U + estreptomicina 275 mg/ml.

Las muestras se trabajaron por duplicado adicionando a los dos tubos el mitégeno.

(fitohemaglutinina PHA)

3. — Se incubs a 37° C durante 70.5 hrs. Se adiciono 0.5 mi de solucién de colchicina al 0.02

% (En agua destilada estéril) y se incubo a 37° C por 1.5 hr.

4. — Se centrifugaron los tubos a 3000 rpm durante 5 min.
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5. — Se decantd el sobrenadante y se resuspendio el boton. Se agregaron 5 mi de soluciéon
hipoténica (KCL. 0.075 M) a 37° C agitando en el vortex. Se dejo reposar durante 30 min. a

37° C.

6. — Se centrifugd a 3000 rpm S min. Se decanto el sobrenadante y se agrego gota a gota y
con agitacion en el vortex 5 mi de fijador recién preparado. (metanocl-acido acético 3:1). Se

dejo reposar 30 min. A temperatura ambiente.

7. — Se centrifugsé a 3000 rpm durante 5 min y se decanto el sobrenadante, se resuspendio
en 5 ml de fijlador. Repetir esta operacidn cuantas veces sea necesario para obtener un

botén blanco y un sobrenadante claro (5 veces aproximadamente).

8. - Para hacer las preparaciones se decanto el sobrenadante y se adicionaron 10 gotas de
fijador para resuspender. Tomar con |a pipeta Pasteur y dejar caer 2-3 gotas sobre cada
laminilla perfectamente limpia y desengrasada desde una altura de 10-15 cm. Dejar secar al

aire.

9. - Tenir con Giemsa durante 5 min. (3 ml de Giemsa + 47 ml de amortiguador de fosfatos

pH 6.8. Lavar con agua corriente y dejar secar.
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PREPARACION DE REACTIVOS.

a) COLCHICINA 0.02 %.

- Colchicina

- Agua destilada estéril
a) SOLUCION HIPOTONICA DE KCL 0.0375 M.

- KCL

- Agua destilada
b) FIJADOR DE CARNOY. (METANOL-ACIDO ACETICO, 3:1)

- Metanol

-Acido acético
c) AMORTIGUADOR DE FOSFATOS pH 6.8
- Fosfato de Potasio Monobasico KHzPOa

- Fosfato de Sodio Dibasico NazHPO4

- Agua destilada

. 0.02g.

100 ml

2.80 a.

1.0 1t

75 ml
25 m}

6.63 g.
2.56 g.
1.0 1t
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d) SOLUCION DE HIBRIDACION 2X.

- Dextran sulfato

-8SC ax

e) SOLUCION DE DESNATURALIZACION.

- Formamida desionizada

- 88C 2X

Ajustar el pH 7.0 si es necesario con unas gotas de HCL o NaOH.

f) SOLUCION DE LAVADO A.

- Formamida desionizada

-8SC 2X

f) SOLUCION DE LAVADO B

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

- Formamida desionizada

-8SC 0.1X

20 g.

100 mi.

70 mil

30 ml.

50 mi
50 ml.

50 m!

50 ml.
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9) SOLUCION DE LAVADO C.

- 88C 4X

- Tween-20

h} SOLUCION ANTIFADE (10 mi)
-DABCO (1,4 diazabiciclo[2,2,2] octano)
- Tris HCL, pH 8.0

- Glicerol

- Yoduro de propidio

i) SOLUCION ETANOL 70%

- Etanol absoluto

- Agua destilada

50 mi.

50 mi.

0.233 g.
20 Mm.
90%.

200 ng/mil,

70 mi

30 mi

TESIS C™N
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RESULTADOS.
ELABORACION DE LA SONDA
Utilizando 250 ng de DNA genomico de sujetos normales se amplificaron los exones 1,23y 4
del gen PMP22 por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Las condiciones de PCR fueron 0.2 mM de dNTP's de cada uno, buffer 1X para PCR, 3 mM

de MgCi2, 1uM de cada primer y 2U de tag DNA polimerasa en un volumen final de 50 ul.

PCR
TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacion inicial. 94°C 2:30 min
35 ciCLOS
Desnaturalizacion 94°C 1min
Alineacion 60°C Tmin
Extension 72°C 1min
FINAL
Extension 72°C 7min

Estas condiciones se realizaron para los exones 1.3, 4, en el exon 2 se modificd la
temperatura de alineacién a 55°C, con el mismo nimero de ciclos.
Posteriormente, se realizé un corrimiento de electroforesis en gel de agarosa al 1.35%

(figura 3).
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MARCADO DE LA SONDA

Utilizando 300 ng de DNA genomico de sujetos normales se amplificd el exon 4 del
gen PMP22 por la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa.

Las condiciones de PCR fueron; 200 tM de dNTP’s de cada uno (A,C,G), 100 uM
timidina, 60 pM dUTP, amortiguador 1X para PCR, 3 mM de MgCl2, 1uM de cada primer y

2U de taq DNA polimerasa en un volumen final de 50 ul.

PCR
TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacion inicial. 94°C 2:30 min
35 CICLOS
Desnaturalizacion 94°C 1min
Alineacion 60°C 1min
Extension 72°C 1min
FINAL
Extension 72°C 7min

Posteriormente, se realizd un corrimiento de electroforesis en gel de agarosa al 1.35%.
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HIBRIDACION /N SITU FLUORESCENTE.

Se estudiaron 12 pacientes no relacionados (5 eran casos familiares y 7 esporadicos)”
y 10 controles sanos. Se analizaron en cada caso 100 linfocitos en interfase y se considero
que >70% de células que presentaron la duplicacion era positivo. El analisis de FISH en
interfase reveld la duplicacion de PMP22 en dos pacientes no relacionados, mostrando tres
marcas rojas especificas de la region 17p11.2. Uno de los casos fue de presentacion
esporadica y el otro caso positivo correspondia a un caso de presentacion familiar. Esto
representa un 16% de 1a muestra (figura 4).

*NOTA. Estas mismas muestras se enviaron a Baylor california para corroborar su resultado.

a) b)

FIGURA 4.-Fotografias del anatisis de FISH en el que se obsawan dos Imfocltos en interfase
de sangre periférica: a) el de un paciente con CMT1A, se 1a o en 17p
reconocida por la observacién de la fluorescencia de ll’es marcas. rojas y b) el de un control
sano de la misma edad y el mismo sexo sinfap

TESTS C~ |
| FALLA DE_ORIGEN
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AMPLIFICACION INTRAGENICA DE PMP22.

1. -Utilizando 100 ng de DNA genomico de sujetos normales se amplifico la region que
incluia los exdénes 3 y 4 del gen PMP22 por la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa

2. -Se utilizé una DNA polimerasa rTth la cual amplifica segmentos de 5 a 40 Kb con el
programa XL del termociclador modelo 9700 (Perkin Elmer).

3. -Los oligonucledtidos fueron el F del exdn 3 (STGGCCAGCTCTCCTAACS') y el R del
exon 4 (5'CCTATGTACGCTCAGAGS') a una concentraciéon de 0.2 uM de cada uno, en un
volumen final de 50 pL.

4. -Condiciones de PCR.

PRIMERA ETAPA

TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacion inicial. g4°C 1min
16 CICLOS
Desnaturalizacion. 94°C 15 seg
Alineacion 63°C 10 min

SEGUNDA ETAPA 12 CICLOS

Desnaturalizacion 94°C 15 seg

Alineacion 63°C " 43 min
FINAL

Extension 72°C 10 min

5. -Posteriormente, se realizé un corrimiento de electroforesis en gel de agarosa al 0.4%.
(fig. 4)
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1.- peso molecular : j
2.- exon 3-4 %
3.- exon 3-4 it
P
Evatiasmdil
I
R

enzima DNA polimerasa rTth

Tm= 63 °C

FIGURA 4.- Corrimiento de electroforesis donde se aprecian la

amplificacion del exon 3 al 4 de PMP22. Dando un producto de PCR de 7

kb.
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DISCUSION.

En base al procedimiento de la PCR se amplificaron los cuatro exones del gen
PMP22, uno de ellos se selecciond® por sus caracteristicas de longitud, su pureza y por su
Tm., para su marcado siendo el exdn 4.

Para el marcado del exdn seleccionado se realizé en un segundo tiempo PCR para
incorporar las uridinas con el fluorocromo de una longitud de color rojo (Dato no mostrado).
Se realizé un gel de agarosa y se intentd observarlo con el transiluminador, sin embargo las
bandas eran muy tenues y no alcanzaron a ser captadas por la camara.

Con esta sonda se analizaron 12 pacientes con diagnostico de CMT1 y 10 controles.
De los 22 casos estudiados solo dos pacientes resultaron positivos a las tres marcas
fluorescentes, o cual corrobora el diagndstico de CMT1A. El resto de los pacientes asi como
los controles no presentaron las tres marcas esto puede ser debido a que los pacientes
representen otro tipo de CMT, o que tengan mutaciones puntuales en PMP22 y que por este
método no hayan podido ser detectados. En el caso de los controles se confirma la presencia
del gen PMP22.

Se elabord una sonda mas grande en longitud, con la finalidad de ampilificar el tamano
de la marca y que fuera mas especifica. Se realizd un PCR que amplificod del exdn 3 al exdn
4, utilizando una enzima que amplifica segmentos de 5 a 40 Kb, 1a DNA polimerasa rTth
(PE), obteniendo un producto de PCR de 7kb, el cual fue marcado por “Nick translation”.

Sin embargo se analizaron los mismos 12 pacientes y los 10 controles de los cuales
ninguno hibridé. Esto pudo ser debido a varios factores; 1) el procedimiento de nick
translation, 2) las condiciones de hibridacion, y 3) por el tamafno de la sonda que provocaria

conformaciones secundarias que impidieron un buen alineamiento.
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CONCLUSIONES

La duplicacion en CMT1A es un buen marcador biologico de la enfermedad, esta
mutacion es mitdtica y meioticamente estable que se cosegrega con la enfermedad en
familias y correlaciona con el estandar de oro para el diagnéstico, como es la electroforesis
en campos pulsados.

La deteccion de la duplicacion del 17p es particularmente util en el diagndstico, esto se
aplica especialmente para pacientes sin historia familiar, cuando la presencia de la
duplicacion nos ayuda a distinguir de otras neuropatias demielinizantes, particularmente de
polineuropatias demielinizante inflamatoria créonica, y en familias que se conocce la
duplicacion es posible el analisis de DNA en presintomaticos y estudio prenatal.

Esta técnica es menos invasiva que estudios de conduccidon nerviosa (aunque mMas
consumidora de tiempo). La razén mas importante para hacer la identificacion en nifos
afectados quienes necesariamente tienen que ser valorados regularmente para detectar
tempranamente deformidades esqueléticas que pueden ser prevenidos con apropiadas
medidas ortésicas y ortopédicas. Ademas es de gran valor para el prondstico y eventual
tratamiento.

En el presente trabajo el analisis mediante FISH permitid la identificacion de la
duplicacion de PMP22, 1a cual se encontré solamente en 16% de los casos. Esta informacion
nos pérmi\ic’; establecer el diagndstico de CMT1A. Aun cuando la muestra no fue muy grande,
este pequefio porcentaje de casos afectados con la duplicacion de PMP22 difiere a lo
reportado en la literatura, ya que la forma CMT1A con esta duplicacion es la mas frecuente.
Considerando la informacion en la literatura se esperaria encontrar cuando menos 60% de

los casos con CMT1A en la muestra analizada, por lo que es importante estudiar una
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poblacion mayor para confirmar este hallazgo, ademas de realizar secuenciacion en los
exones de PMP22 y descartar mutaciones puntuales.

La identificacion de variantes genicas en determinados padecimientos es de gran valor
en el area de investigacion genética, ya que permite conocer los mecanismos de produccion
de mutaciones. En el caso de nuestra area de investigacion que corresponde a las
neuropatias periféricas desmielinizantes, es necesario analizar los distintos genes implicados
en su etiologia como son MPZ, Cx y EGR2 para tener la certeza diagnostica y asi poder
descartar los subtipos de neuropatias CMT1. A pesar esta informaciéon permitira conocer el
comportamiento de estos padecimientos en nuestra poblacion. Sin embargo, todos estos
datos resaltan la importancia de estudios mas completos y no limitados a analisis génicos en
busqueda de mutaciones. El conocimiento de las interacciones celulares y el proceso de
desarrollo de las estructuras nerviosas es fundamental para tener un entendimiento claro del
padecimiento. El analisis de los genes solo representa un primer paso.

Finalmente, la normalizacion de la expresion del producto del gen PMP22 por métodos
de terapia génica, incluyendo tecnologia de acido nucleico antisentido, podria ser un

procedimiento que se utilice en el futuro para tratar la enfermedad.
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