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RESUMEN

Objetivo. Revisamos los estudios de seguimiento realizados por los autores en una familia con enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth tipo 2 (CMT2) de herencia dominante.

Desarrollo. La familia inicial (1977-1985) incluia 10 individuos afectos de tres generaciones diferentes y 17
individuos no afectos con riesgo de presentar la enfermedad. El cuadro clinico consistia en un sindrome de
atrofia muscular peroneal leve con penetrancia incompleta en las dos primeras décadas de vida. Los estudios
histopatoldgicos mostraron que la enfermedad subyacente es una neuronopatia sensitivomotora lumbosacra
con axonopatia dependiente de la longitud. Se realiz6 un mapeo preliminar del cromosoma 12q12 (CMT2G)
en 2004. Posteriormente, tras realizar estudios clinicos, electrofisiolégicos y de RM seriados de los musculos
de la pantorrilla y el pie, se replanted el cuadro clinico, de tal forma que para 2016 ya se habian identificado 13
individuos afectos. A partir de este arbol genealdgico modificado, redefinimos la region asociada a la enfermedad
en el cromosoma 9q y posteriormente identificamos una nueva variante de cambio de sentido (missense) en
LRSAM]1, p.Cys694Tyr, que codifica la enzima ligasa E3 de la proteina ubiquitina. Esta mutacion no afecta a los
niveles totales de la proteina LRSAMI, ni a los de su diana ubiquitinizada TSG101. La mutacién se asocia con
varios cambios transcripcionales, como la sobreexpresion de otra ligasa E3 de ubiquitina-proteina, NEDDA4L, y de
TNFRSF21, una proteina clave en la regulacion de la degeneracion axonal.

Conclusiones. El estudio longitudinal de esta gran familia con CMT2 con penetrancia incompleta ilustra el
enorme valor de este tipo de estudios para una definicion fenotipica fiable. Esto ha permitido la identificacion de
la variante genética causal, y atestigua la estrecha y duradera coordinacion entre médicos espafioles y genetistas
belgas. Nuestros hallazgos demuestran que CMT2G, considerada independiente, estd causada por una mutacion
missense en LRSAM1I y deberia ser reclasificada como CMT2P.

PALABRAS CLAVE

Degeneracién axonal, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth tipo 2 (CMT2), CMT2G, CMT?2P, electrofisiologia,
penetrancia incompleta, LRSAM1, RM, neuronopatia, secuenciacién de nueva generacion, atrofia muscular
peroneal, pie cavo, cambios transcripcionales

Introduccion

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) es la
neuropatia hereditaria mas frecuente, con una prevalen-
cia de 28,2 casos por 100 000 habitantes en Cantabria'.
Se caracteriza principalmente por atrofia y debilidad
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progresivas de la musculatura distal y pie cavo”. La
CMT se clasificé inicialmente segun el modo de heren-
cia (autosémica dominante, autosdémica recesiva, ligada
al cromosoma X, o mitocondrial) y los hallazgos electro-
fisiolégicos o de biopsia del nervio. Particularmente, las
velocidades de conducciéon motora (VCM) en el nervio
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mediano son de < 38 m/s en las formas desmielinizantes
(CMT1) y de > 38 m/s en las formas axonales (CMT2)*>.
Puede existir una forma intermedia, con VCM entre 25
y 45 m/s%’. La CMT es una entidad compleja desde el
punto de vista clinico y genético; se han reportado muta-
ciones causales en mas de 120 genes gracias a la reciente
introduccién de la secuenciacion de nueva generacion
(NGS, por sus siglas en inglés) en la practica diagndstica
rutinaria®"°.

El principal objetivo de este estudio es proporcionar una
vision general de una familia espafiola con CMT?2 de he-
rencia autosomica dominante, a la que se ha seguido du-
rante mas de cuatro décadas''**. El diagnostico genético
preciso, CMT2P/LRSAM], no habria sido posible sin un
seguimiento a largo plazo de los pacientes y los familia-
res con riesgo, dado que la enfermedad en esta familia
mostraba un patréon muy marcado de penetrancia in-
completa. La descripcion de los casos y las ilustraciones
se corresponden con nuestras descripciones originales y
se presentan en orden cronolégico de estudio.

Evaluacion inicial del arbol genealdgico de la familia
AC: estudio clinico-patolégico (1977-1986)

Caracteristicas clinicas

Diez individuos afectos y 17 no afectos de una tnica fa-
milia de Cantabria (figura 1) fueron evaluados por uno
de los autores (JB) entre 1977 y 1985 La presencia de
la enfermedad en la familia era consistente con un pa-
trén de herencia autosomica dominante. Siete de los 11
miembros con riesgo pertenecientes a la tercera genera-
cion, de edades entre los 22 y los 41 afios, presentaban la
enfermedad. Sin embargo, solo uno de los 10 miembros
con riesgo de la cuarta generacion, con edades entre uno
y 15 afos, estaba afectado. Esta proporcién es signifi-
cativamente diferente de la esperada de 1:1 (x* = 8,20;
p <0,01).

Las caracteristicas clinicas de los 10 miembros afectos ya
se habian analizado previamente (ver tabla 1 en Berciano
et al.'!), pero se actualizan y se vuelven a presentar en
este trabajo. Las edades de estos 10 miembros afectos os-
cilaban entre los ocho y los 78 aflos, con una edad media
de 38 afios. La mayoria desarrollaron los sintomas du-
rante la segunda década de vida y tan solo dos pacientes
presentaron los sintomas antes o después de esa franja
de edad. Dos individuos eran asintomaticos, pero pre-
sentaban signos clinicos sutiles. Los principales sinto-
mas iniciales fueron pie cavo (figura 2) y dificultad para

caminar. La discapacidad de los individuos afectos era
leve o moderada; de hecho, no se observaron cambios en
su estado neurologico a lo largo de las evaluaciones rea-
lizadas entre 1977 y 1985. Presentaban leve hipoestesia
en calcetin, que afectaba principalmente a la sensibilidad
vibratoria. La debilidad muscular y la amiotrofia se limi-
taban a los musculos pequefios de los pies y a veces a los
musculos de las piernas, especialmente los extensores del
pie; solo un individuo present6 el clasico signo de “patas
de cigiiena” (figura 2). También se observaba arreflexia
en los miembros inferiores. Tres pacientes (casos 11-4,
III-5 y III-7; figura 1) necesitaron cirugia ortopédica en
los pies. El caso III-5 sufri6 una fractura conminuta de
los condilos medial y lateral de la tibia derecha en 1980,
complicada por una tlcera plantar dolorosa y osteomie-
litis en los huesos del tarso y del metatarso. Tras un cur-
so clinico prolongado, se le amputd la pierna derecha en
febrero de 1985 (mas adelante se describen los hallazgos
del estudio histolégico de los nervios de la pierna). No
se observaron atrofia muscular de la mano, escoliosis,
engrosamiento de nervios, alteraciones pupilares, sor-
dera, atrofia dptica, temblor ni ataxia. Los resultados de
los analisis de laboratorio habituales y de ECG fueron
normales.

Caso III-7 (paciente indice)

El paciente indice, un varén de 32 anos, acudié a consul-
ta en 1977 a causa de una deformidad progresiva del pie
derecho. Consumia una gran cantidad de tabaco (mas
de 40 cigarrillos al dia). A los 17 afios fue intervenido
quirurgicamente por pie cavo. En una exploracion rea-
lizada cuando tenia 29 afios, el paciente presentaba pie
cavo bilateral y atrofia muscular distal en las piernas,
especialmente en la derecha (figura 3)'“**. Presentaba
reflejos tendinosos abolidos en las piernas y normales
en los brazos, asi como leve hipoestesia en calcetin. Se
volvié a evaluar al paciente en 1978 y 1979, sin detec-
tarse cambios. En abril de 1980 fue ingresado a causa de
disnea subaguda progresiva. De nuevo, no se detectaron
cambios en el examen neuroldgico. Una radiografia de
torax revel6 una masa en el pulmén izquierdo. El pa-
ciente falleci6 a las tres semanas del ingreso. La autopsia
general mostré un carcinoma de células pequeiias (tipo
“oat cell”) con metastasis en los ganglios linfaticos regio-
nales, el higado, el bazo, las glandulas suprarrenales y la
médula 6sea.
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Estudios electrofisioldgicos

Los resultados de los estudios electrofisioldgicos se pre-
sentan en detalle mas adelante, a partir de los datos de
estudios de seguimiento realizados entre 2011 y 2015.
Hasta 1985, los estudios de conduccion nerviosa (mo-
tora y sensitiva) iniciales se realizaron en los nervios
mediano y peroneo en todos los individuos afectos ex-
cepto dos. Los resultados, que se presentan en la tabla
del articulo de Berciano et al."!, se pueden resumir del
siguiente modo: i) las amplitudes de los potenciales de
accién nerviosos sensitivos (PANS) del nervio mediano
mostraron una reducciéon moderada (22%-58% respecto
a lo normal) en seis pacientes adultos y fueron norma-
les en dos adultos jovenes; ii) dos pacientes mostraron
un ligero enlentecimiento de la velocidad de conduccion
sensitiva (VCS); iii) se estudiaron los PANS del nervio
peroneo en cinco pacientes; no se pudieron obtener en
un caso y mostraron una amplitud reducida (33%-66%
respecto al nivel normal) en los cuatro restantes; iv) las
latencias motoras distales (LMD) fueron normales en el
nervio mediano en todos los casos, y ligeramente pro-
longadas en el nervio peroneo; y v) las VCM fueron nor-
males en el nervio mediano y ligeramente reducidas en
el nervio peroneo.

Se realiz¢ electromiografia del musculo tibial anterior en
10 individuos afectos, que demostrd un patrén de dener-
vacion crénica.

Entre 1977 y 1985 se repitieron los estudios electro-
fisioldgicos en siete pacientes, sin detectarse cambios
significativos.

Estudios de anatomia patoldgica

Se estudio el siguiente material de anatomia patologica:
i) autopsia del paciente indice (caso III-7, figura 1'); ii)
diseccion de los nervios de la pierna amputada en el caso
III-5, de la que se obtuvieron muestras de los tercios su-
perior, medio e inferior de los nervios peroneo profundo
(tibial anterior) y tibial posterior, asi como de sus ramas
distales (rama terminal lateral y rama plantar medial);
y iii) muestras de nervio sural de los casos III-5 y III-7.

En la autopsia, el examen macroscopico mostr6 una mé-
dula espinal y raices nerviosas normales. La figura 4"
muestra los principales hallazgos en la médula espinal,
raices nerviosas y ganglios espinales. La sustancia gris
del asta anterior era normal a nivel cervical y toracico.
Se observé pérdida de neuronas motoras (figura 4A')

y gliosis a nivel lumbosacro; las neuronas motoras con
frecuencia mostraban signos de atrofia, pero no se ob-
servaron ni cromatolisis central ni neuronofagia. Los
cuatro ganglios espinales estudiados (L3-S1) mostra-
ban una marcada reduccién de células ganglionares,
proliferacién de células capsulares y nddulos residuales
de Nageotte (figura 4C'"). Las raices ventral y dorsal a
nivel de L5 mostraban una pérdida de fibras mielinicas
grandes, especialmente en la raiz dorsal (figura 4B y D).
Solo se realiz6 una evaluacion morfométrica de las raices
espinales a nivel de L5 (Material Suplementario figura
Slayb"). La proporcién de fibras grandes (> 8 um) en
las raices ventral y dorsal era significativamente menor
que en los controles (p < 0,001). Habia racimos de pe-
queilas fibras en regeneracion (figuras 4B y 5A"; para la
cuantificacion del numero de racimos, ver Berciano et
al.'!). También se observaban ocasionalmente algunos
axones atroficos (figura 5B'!).

El hallazgo patologico méds llamativo de los nervios peri-
féricos estudiados fue la reduccion del numero de fibras
mielinicas (figura 6''). El histograma mostr6 una distri-
bucién unimodal del didmetro en todos los nervios, a
causa de la desaparicion de las fibras mielinicas de mayor
calibre (Material Suplementario figura Slc y d"'). Se ob-
servo un gradiente proximal a distal de pérdida de fibras
en los nervios peroneo y tibial posterior. También se ob-
servaron racimos regenerativos (figura 6'").

Etapa definitiva: redefinicion fenotipica, inicio de la
eramolecular eidentificacion dela variante patogénica
(1987-2015)

En las tres décadas siguientes, se produjo una serie de
avances que nos permitieron delimitar con mayor pre-
cision el fenotipo e identificar una variante patogénica
de LRSAM]I. Como anteriormente, seguiremos el orden
cronologico de estos acontecimientos.

La colaboracion entre la Dra. Anita Harding y el Dr. José
Berciano

En 1983, Combarros et al.!® describieron cuatro familias
con CMT1, que comprendian 47 individuos estudiados:
26 afectos y 21 no afectos. Cuatro afios mas tarde, la Dra.
Anita Harding (Institute of Neurology, Queen Square,
Londres) solicité nuestra colaboracién para realizar un
analisis de ligamiento genético en drboles genealdgicos
informativos de CMT1, y finalmente también en la fa-
milia AC (CMT2) que se presenta en este trabajo. Los
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Figura 1. Arbol genealdgico de la familia AC tal y como se report en el articulo de Berciano et al.'".

Figura 2. A) Fotografias del caso III-5, obtenidas a la edad de 34 afios, que muestran atrofia de los musculos peroneos (“patas
de cigiienia”). B-C) En los primeros planos de los pies se observa pie cavo, con dedos en garra y callosidades en la parte
delantera de las plantas de los pies. Notense también las cicatrices de la cirugia ortopédica de los pies (B). Imagenes inéditas.
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Figura 3. A-B) Fotografias del paciente indice, que muestran atrofia asimétrica de los musculos peroneos. C) La imagen es
extraordinariamente parecida a la del caso II de Tooth'* (dibujo inspirado en el original). Tomado de Berciano et al.’.

Figura 4. A) Seccién transversal de la médula espinal a nivel del segmento S1, que muestra pérdida de células motoras en el asta anterior
acompaifiada de gliosis (KB; magnificacién original x250 antes de la reduccion). B) Seccién semifina transversal de la raiz ventral L5
que muestra dos racimos regenerativos (flechas); a este elevado aumento no se aprecia la pérdida de fibras mielinicas (azul de toluidina,
magnificacion original x1000 antes de la reduccién). C) Ganglio espinal lumbar que muestra degeneracion de los cuerpos neuronales,
con proliferacion de células capsulares (puntas de flecha) y nédulos de Nageotte residuales (flechas) (H-E, magnificacién original x400
antes de la reduccion). D) Seccién semifina de la raiz dorsal L5, que muestra una reduccion de fibras mielinicas grandes; las mas
pequenas estdn aumentadas (azul de toluidina, magnificacion original X400 antes de la reduccion). Se pueden consultar los histogramas
de las fibras mielinicas de las raices L5 en la figura Sla del Material Suplementario. E) Seccién transversal de la médula espinal a nivel
de C5, que muestra desmielinizacion bilateral del fasciculo gracil (KB, magnificacion original x25 antes de la reduccién). F) Seccién
transversal de la médula espinal a nivel de S1, que muestra gliosis pronunciada de las columnas posteriores (Holzer, x100 antes de la
reduccion). Adaptado de Berciano et al."!
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Figura 5. Micrografias electrénicas de la raiz ventral de L5. A) Racimos regenerativos que contienen axones mielinizados y no
mielinizados. B) Axon atenuado en una fibra mielinica. Barra de escala: 1 um. Tomado de Berciano et al."’.

resultados de dichos analisis de ligamiento genético de
CMT1 fueron, por este orden, los siguientes: i) ausen-
cia de ligamiento con marcadores del cromosoma 1'6;
ii) confirmacion del ligamiento con la regidon pericen-
tromérica del cromosoma 17Y; y iii) confirmacion de
una duplicacién de ADN en 17pl1.2 como causa de
CMT1A™. Como cabria esperar, dos familias con CMT2
(una de ellas, la familia AC) no mostraron la duplicacion
de CMTI1A.

De Londres a Amberes

Tras la prematura muerte de la Profesora Anita Harding
en 1995, a la edad de 43 afos, se trasladaron muestras
de ADN de la familia AC al laboratorio de neuroge-
nética de la Universidad de Amberes, liderado por la
Dra. Christine van Broeckhoven. Su laboratorio era
un centro pionero tras haber descubierto que la base
genética de CMT1A era una duplicacion en el cromo-
soma 17pll.2¥, y tras el lanzamiento del European
CMT Consortium. Durante el trascurso de la séptima
reunion de la European Neurological Society, celebra-
da en Rodas (Grecia) del 14 al 18 de junio de 1997, la

Dra. van Broeckhoven contacté a uno de los autores
(JB) para confirmar que las muestras de ADN recibidas
de Londres pertenecian a la familia AC espaiiola, como
efectivamente era el caso, dado que el arbol genealogi-
co correspondiente era el que JB habia dibujado a mano
cuando realiz6 el primer envio de Santander a Londres
en 1987. De vuelta en Santander, JB envio a la Dra. van
Broeckhoven una copia del material clinico y patologico
publicado sobre esta familia''. JB se comprometio a rea-
lizar una actualizacién clinica de los pacientes y de los
sujetos con riesgo en los siguientes meses.

En 2002, el arbol genealégico de la familia AC se actua-
liz6 para anadir un nuevo miembro afecto perteneciente
a la tercera generacién (caso III-20) y otros cuatro ca-
sos en la cuarta generacion (IV-5, IV-9, IV-10 y IV-11)
(Material Suplementario figura S2'»"*). Basiandose en
este arbol genealdgico actualizado, Nelis et al.'? reali-
zaron un mapeo de ligamiento de genoma completo, e
identificaron un ligamiento con el marcador del cromo-
soma 12q13.13. Un mapeo mas exhaustivo localiz6 este
nuevo locus en una regién de 13,2 Mb (12,8 cM) entre
D12S1663 y D12S1644, en el cromosoma 12q12-q13.3.
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Se excluyeron los genes candidatos AVIL, CENTGI,
RAB5By DHH. Se concluy6 que la neuropatia CMT2 en
esta familia era una nueva entidad genética, que se de-
signé CMT2G.

Estudios clinicos consecutivos en Santander y andlisis ge-
néticos moleculares en Amberes, en paralelo

En los anos siguientes se sucedieron una serie de avan-
ces, que resumimos a continuacion:

— Introduccion de la puntuacion de neuropatia de CMT
(CMTNS, por sus siglas en inglés), que, usando para-
metros clinicos y electrofisiolégicos, proporciona una
medida unica de la discapacidad causada por CMT. La
puntuacion en la escala CMTNS oscila entre 0 y 36 pun-
tos, y el grado de afectacién de CMT se clasifica como
leve (puntuaciones < 10), moderado (11-20) y grave
(= 21). Cabe mencionar que la escala CMTNS es una
herramienta validada de evaluacion de la discapacidad
causada por CMT, tanto en las formas desmielinizan-
tes como en las axonales dependientes de la longitud; la
puntuacién puede utilizarse como criterio de valoracién
clinico en estudios longitudinales y ensayos clinicos so-
bre CMT>**.,

— El pie cavo es de las principales manifestaciones de
CMT?#>*2¢ En base a nuestros estudios electrofisiold-
gicos longitudinales en nifios con CMT1A, propusimos
que el pie cavo anterior resulta de la denervacion de los
musculos intrinsecos del pie, especialmente los lumbri-
cales?. Posteriormente, esta hipdtesis sobre la fisiopa-
tologia de la enfermedad fue confirmada con estudios de
RM de los musculos de la pierna y el pie de pacientes
con CMTI1A. En pacientes con afectacion leve segun la
CMTNS, la atrofia muscular grasa afectaba de forma
predominante o exclusiva a la musculatura intrinseca del
pie?.

— Tras su disponibilidad comercial a partir de 2005,
NGS facilit6 en gran medida el diagndstico genético de
CMT?®?,. Esta tecnologia permite la secuenciacién pa-
ralela de alto rendimiento de genes seleccionados (pa-
neles), de todas las secuencias codificantes de proteinas
(whole exome sequencing [WES]), o del genoma comple-
to (whole-genome sequencing [WGS]).

La busqueda de genes en la familia AC

En 2010, Guernsey et al.” estudiaron una familia gran-
de con CMT?2 autosémica recesiva y encontraron una
mutaciéon homocigota en el sitio de empalme en el gen

Figura 6. Estas imdgenes ilustran el hallazgo anatomopatolégico
caracteristico en el nervio tibial posterior del caso III-5. Secciones semifinas
transversales de los tercios superior (A) e inferior (B) del nervio, que
revelan una pérdida de fibras mielinicas con un claro gradiente proximal a
distal. Notese que la densidad de las fibras mielinicas es mucho menor que
la observada en las raices lumbares (ver figura 4). Varias fibras contienen
vainas de mielina delgadas en comparacion con el didmetro del axon,
un hallazgo sugestivo de remielinizaciéon. También se aprecian racimos
regenerativos (flechas) (azul de toluidina, x250 antes de reduccion).
Adaptado de Berciano et al.'.

LRSAMI (leucine-rich repeat- and sterile alpha motif-
containing 1), localizado en el cromosoma 9q33.3-q34.1
(OMIM 614436). Los portadores heterocigotos de la mu-
tacién no presentaban la enfermedad. Poco después, en
el departamento de genética molecular de la Universidad
de Amberes, se realizaron estudios de genética molecu-
lar y de gendémica de la familia AC, cuyos resultados se
detallan en el estudio de Peeters et al.". En resumen, se
realizaron los siguientes analisis: hibridaciéon genémica
comparativa del locus CMT2G, analisis de ligamiento,
analisis de ligamiento de genoma completo, y WES/WGS
de los casos II-2 y III-1 (figura 7A'"?). Sin embargo, no
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se identificé ninguna mutacién causal en el locus 12q12-
q13-3. Este hallazgo genético nos obligd a actualizar, en-
tre 2011 y 2025, los datos clinicos, electrofisiologicos y
de imagen, y a reevaluar las caracteristicas moleculares
de los individuos con riesgo, independientemente de que
fuesen sintomaticos o que solo mostrasen signos clinicos
de atrofia muscular peroneal.

Hallazgos clinicos

En primer lugar, cabe sefialar que los casos II-1 y II-2
y sus descendientes, y los descendientes del caso II-3 se
excluyeron del arbol genealdgico actualizado (compa-
rense las figuras 1 y 7A)'"". Para evitar errores de in-
terpretacion en la genealogia de esta familia, al mencio-
nar casos especificos nos referiremos a las figuras con
representacion genealogica (figuras 1y 7' o Material
Suplementario figura S2'%). La tabla 1 resume los da-
tos clinicos actualizados de los ultimos estudios, reali-
zados entre 2011 y 2015 en los 11 miembros afectos'.
Esto nos permitid identificar nuevos casos en la cuarta
generacion (casos IV-1, IV-10 y IV-2), y también excluir
casos previamente considerados afectos (III-12, III-14,
IV-8 y IV-9) (comparense los arboles genealdgicos en las
figuras 7A'"""* y Material Suplementario figura S2'2'3).
Cuatro pacientes (II-1, II-2, ITI-1 y I1I-4 de la figura 7A" %)
murieron por causas no relacionadas con la enfermedad;
ninguno de ellos habia experimentado progresién en la
debilidad de los musculos de las piernas. Los dos pa-
cientes revaluados pertenecientes a la tercera generacion
(III-8 y III-10) mostraron dificultad progresiva para ca-
minar, que no requeria ortesis de tobillo y pie ni de otros
dispositivos ortopédicos; su grado de afectacion segun la
escala CMTNS era leve o moderado (tabla 1'%). Todos los
miembros afectos de la cuarta generaciéon han permane-
cido asintomaticos, con grado de afectacion leve segun
la escala CMTNS. Dos pacientes (casos IV-4 y IV-11 de
la figura 7A'"%) presentaban pie cavo, hipoestesia en cal-
cetin y arreflexia en los miembros inferiores. Se observo
progresion no sintomatica de la atrofia de los miembros
inferiores en el paciente IV-4 (figura 8A-D"). La figura
8E-I" muestra a la paciente IV-11, que presenta minima
afectacion clinica: pie cavo anterior, dedos en garra, hi-
poestesia en calcetin y arreflexia del tobillo. El resto de
pacientes de la cuarta generacién presentaban pie cavo
aislado o ningun signo de la enfermedad.

Nuestras cuatro evaluaciones clinicas longitudinales nos
llevaron a reclasificar algunos casos'"'2. El paciente III-
12 (figura 7A'"*?) es un varén de 57 afos con pie cavo e

hipoestesia en calcetin muy leve. A la edad de 26 afos, el
unico hallazgo electrofisiologico fue una reduccion de la
amplitud de los PANS en los nervios peroneos (0,5 pV;
rango normal: > 1,5); se le considerd afecto (caso III-16
en la figura 2 del Material Suplementario)''**. Los estu-
dios seriados (el dltimo se realizé en 2014) no encon-
traron signos de la enfermedad, salvo por pie cavo muy
leve. Ademas, los resultados de un estudio electrofisiold-
gico de seguimiento, que evalu6 pardmetros motores y
sensitivos del nervio peroneo, fueron normales. Por tan-
to, se le reclasificé como no afecto. El caso III-14 (figura
7A"13) es un varén de 53 afos que fue evaluado inicial-
mente a la edad de 13 ailos, momento en el que presen-
taba tinicamente pie cavo leve y una dudosa hipoestesia
en calcetin; los reflejos tendinosos estaban preservados
y la fuerza de los musculos dorsiflexores y eversores del
pie era normal. En nuestro estudio de 2004, se le con-
sideré un miembro afecto (caso III-20 de la figura S2 del
Material Suplementario'>"*). La conduccién nerviosa era
normal. No se detectaron cambios a lo largo de 20 afos,
por lo que se le ha reclasificado como no afecto.

Otros dos casos merecen mencion especial: dos herma-
nos (caso IV-8, mujer nacida en 1976, y caso IV-9, hom-
bre nacido en 1979) se clasificaron como no afectos en
el arbol genealdgico original (figura 1)"' y como afectos
en el de Nelis et al.'* (Material Suplementario figura S2;
casos IV-9 y IV-10'>"%). La paciente IV-8 presenté resul-
tados normales en el primer examen, realizado cuando
tenia seis aflos; sin embargo, en examenes posteriores,
realizados entre 1986 y el afio 2000, se observé pie cavo, a
pesar de los resultados normales en los estudios de con-
duccién nerviosa. En la evaluacion realizada en 2011,
cuando la paciente tenfa 35 afos, presentd resultados
normales en los exdmenes clinicos, exceptuando la pre-
sencia de pie cavo muy leve, asi como en los estudios de
conduccion nerviosa y de RM de los musculos del pie y
la parte inferior de la pierna (ver mas adelante). Por tan-
to, actualmente se la considera no afecta (caso IV-8 en fi-
gura 7''"%). El paciente IV-9 de las figuras 1 y 7A'"* tenia
35 anos en 2014. Desde la evaluacion inicial solo presen-
taba pie cavo leve y una incipiente deformidad de dedos
en garra; en 2002 se le considerd posiblemente afecto
(caso IV-10 en Material Suplementario figura S2'>%). En
un examen realizado en 2014, el paciente no presentaba
dificultad para la marcha de talones y la fuerza de los
musculos flexores y extensores del pie era normal. Los
reflejos aquileo y rotuliano estaban preservados y los
resultados de los estudios de conduccion nerviosa eran
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Figura 7. A) Arbol genealdgico actualizado y analisis del haplotipo de la familia espafiola AC en 2015. Para facilitar la interpretacién de los individuos
con riesgo a los que se les estaba realizando un estudio molecular, se ha modificado la estructura del arbol genealdgico con respecto a los arboles
genealdgicos propuestos en el estudio clinico-patolégico inicial' (ver figura 1) y en la descripcion de CMT2G (ver Material Suplementario figura S2'>'%).
Los hombres estan representados con cuadrados y las mujeres con circulos. Los simbolos negros indican individuos afectos. Las etiquetas que aparecen
subrayadas indican que el individuo ha sido reclasificado (de no afecto a afecto, o viceversa) tras una reevaluacion clinica. Los individuos a los que
se realizaron estudios WGS, WES o de secuenciacion de ARN se indican con las letras G, E y R, respectivamente. El analisis del haplotipo indica un
haplotipo ligado a la enfermedad en el cromosoma 9. B) Gréfico que representa los resultados del analisis de ligamiento paramétrico de dos puntos del
genoma completo. Notese que desaparecié el pico de ligamiento inicial correspondiente a CMT2G en el cromosoma 12, y aparecié una nueva region de
ligamiento concluyente en el cromosoma 9q31.3-q34.2 (Z_, = 3,186 para 6 = 0). C) Electroferograma de la posicién genémica c.2081 de LRSAMI en un
paciente y un control, que muestra una transicion G>A heterocigota en el paciente. Tomado de Peeters et al.”*.

normales. Cabe sefialar que se dedicaba profesionalmen-
te al futbol. Dada su minima semiologia y la ausencia
de progresion a lo largo de dos décadas de seguimiento,
concluimos que este individuo no estaba afectado por la
enfermedad.

Hallazgos electrofisiolégicos

Se actualizaron los estudios electrofisiologicos de ocho
individuos afectos (tabla 2; la denominacion de los casos
se corresponde con la de la figura 7A)""%. Ademas de
una reduccidn aislada en la amplitud de los PANS del
nervio mediano, posiblemente asociada a un sindrome
del tnel carpiano, dos pacientes (casos IV-1 y IV-12)
presentaron resultados normales en los estudios de con-
duccidn nerviosa. Ademas, la electromiografia con aguja

(musculos tibial anterior y extensor corto de los dedos
en el caso IV-1 y solo del extensor corto de los dedos en
el caso IV-12) no detecté cambios. En los seis pacientes
restantes, el hallazgo mas comun fue la reduccién en la
amplitud de los PANS en los nervios mediano, cubital
y sural. Los potenciales de acciéon muscular compuestos
(PAMC, por sus siglas en inglés) en los nervios cubital y
mediano estaban preservados en todos los casos, mien-
tras que en los nervios tibial y/o peroneo se encontra-
ban atenuados en cuatro pacientes. Las VCM y VCS eran
normales o estaban ralentizadas en rango axonal; asimis-
mo, las LMD eran normales o ligeramente prolongadas.
La electromiografia del extensor corto de los dedos mos-
tré un patron de denervacion croénica en todos los casos.

231



J. Berciano, A. Jordanova

"SOUOIOBId)[E AP BIOUISNE :— SIUOORI[E op BIOUsAId i+ <] TeAT}02dsor}a1 eULIO] 9P epewnsd SNLLIND uoenmund :,, ‘0Juarwioo[[e)

ap pepa :, Tepayed ofofjar ;Y ‘0afmbe ofofjax vy ‘sarorradns soIquIaTU :SSIATTAl SIIOLIJUI SOIGUISTW :[TINTAl 21008 AyjedoInaN ylo0] -aLIeA-1001eY)) :SNLLIND ‘OOT)BWOJUISE :JUISY

LT +

6 +

SNLINO 0A®> dld

_ - = = - JuIsy S¢ CI-Al
o 4 _ _ - JuIsy 8¢ TT-AI
_ - = - - JuIsy 0¥ 0T-AI
+ oy + = - ‘Juisy 44 VAl
_ - = - - JuIsy 1§74 (4N
_ _ _ — = JuIsy LY 1-Al
4 + + o + 4 69 OT-IIT
4 + = = + 4 ¥9 8-1II
4 + + + + 4 «8S T-11T
4 _ + + = + T xG8 [4itt
T - + = - + S +78 T-11

I SSIIN Vi ad SSIIN TIAAL SOT 3P (epe23p)
SI[BLIOSUIS SOUOIRIAN[Y eIXI[joIIy [eISIp pepI[Iqaq onIuI [e pepy (soue) pepg ose)

‘er'[€ 19 S19199( 9p OprRWO], 'SOpeZI[eue [N/ /YT Ua Sauoldejnul op wMHO—UwukOQ SO 9p sod1uId wOWNNENE ‘1 e[qef,

232



Del fenotipo al genotipo en una familia con CMT2P/LRSAM]1

Figura 8. Hallazgos clinicos actualizados. Serie de imagenes del caso IV-4 (A-D) y del caso IV-11 (E-I) a la edad de 32 afios (numeracién correspondiente
al arbol genealdgico de la figura 7). A) Alos 25 afios de edad, las extremidades inferiores del paciente IV-4 parecen normales. Nétese la ausencia de atrofia
muscular peroneal y de dedos en garra. B) Detalle de las plantas de los pies, que muestran una marcada oquedad en la zona central y callosidades a lo
largo del arco anterior y del borde externo. C) A los 43 aos, el paciente IV-4 presenta amiotrofia de la parte inferior de las piernas, principalmente en
los musculos peroneos. A pesar de ello, no se objetivé debilidad de los musculos dorsiflexores y eversores del pie ni dificultad para la marcha de talones.
D) Un primer plano del pie izquierdo muestra atrofia del extensor corto de los dedos (flechas). E-G) No se objetivan signos de amiotrofia en la parte
inferior de las piernas de la paciente IV-11; se puede observar pie cavo y dedos en garra incluso en bipedestacion (E, G). H-I) Primer plano de los pies,
con marcado pie cavo varo y dedos en garra. Tomado de Peeters et al."*.
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Hallazgos de resonancia magnética

Se realiz6 RM de los musculos de las piernas en ocho
individuos: dos pacientes sintomaticos (III-8 y III-10) y
seis individuos con riesgo (IV-1, IV-4, IV-8, IV-10, IV-
11 y IV-12) (segin numeracién de la figura 7A)"**. Los
musculos de la parte inferior de la pierna y del pie esta-
ban preservados unicamente en el caso IV-8 (figura 9A-
C"), que no portaba la mutacidon causal (ver mas ade-
lante). Sin embargo, los siete restantes (todos portadores
de la mutacion) presentaban alteraciones en la RM, que
fueron haciéndose mas evidentes a medida que progre-
saba la enfermedad (figura 9D-I"). Los musculos de la
pantorrilla mostraban atrofia grasa de forma bilateral,
leve 0 moderada y predominantemente distal, y prin-
cipalmente a nivel superficial del compartimento pos-
terior. El hallazgo de edema a nivel de los musculos de
la pantorrilla fue excepcional. No se observo realce tras
la administracién de contraste en los casos estudiados
(II1-8 y III-10). En comparacion con los musculos de la
parte baja de la pierna, los musculos intrinsecos del pie
mostraban una atrofia grasa mas avanzada en todos los
casos (figura 9F-1").

Hallazgos genéticos: estudios de ligamiento

Estudiamos otros miembros de la familia (casos IV-1, V-
5,1V-10, IV-12 y IV-13; figura 7A'"?) y reconsideramos
la afectacion en siete individuos (ver mas arriba). Debido
a que el fenotipo de la cuarta generacion es muy leve,
la afectacidn de cuatro individuos asintomaticos (IV-5,
IV-8, IV-9 y IV-12) se considerd “desconocida” Un nue-
vo andlisis de ligamiento de genoma completo demostrd
que laregion CMT2G del cromosoma 12q12-q13.3 ya no
estaba ligada al fenotipo de la enfermedad'’; sin embar-
go, se identificé una nueva region de ligamiento conclu-
yente en el cromosoma 13q31.3-q34.2 (Z_, = 3,186 para
0 = 0; figura 7B'"**). Un anilisis del genotipo confirmé
un haplotipo comun en todos los individuos afectos (fi-
gura 7B!%). Eventos recombinantes clave (en los casos
II-1, V-4, IV-10, IV-11 y IV-12) localizaron el haplotipo
en una region de 23,6 Mb entre los marcadores D952026
y D9S164.

Hallazgos genéticos: andlisis de mutaciones

Volvimos a estudiar los resultados del anélisis WGS para
encontrar variantes codificantes nuevas en el locus del
cromosoma 9 que estuviesen presentes en los indivi-
duos afectos (IV-2 y IV-11; figura 7A'"") y ausentes en

el individuo no afecto (IV-9)'. Tras el filtrado de datos
no obtuvimos ninguna variante que cumpliese dichas ca-
racteristicas, por lo que, para descartar falsos negativos,
realizamos un analisis WES de los datos de tres indivi-
duos afectos (II-2, ITI-1 y IV-11). Dicho analisis detec-
t6 en los tres una nueva mutacién de cambio de sentido
(c.2081G>A, p.Cys694Tyr; figura 7C'""") en LRSAMI.
Este gen ya se habia asociado a CMT2P**. El analisis
WGS de los dos individuos afectos no cubria esta posi-
cién gendmica concreta. La variante de LRSAMI esta-
ba presente en todos los portadores del haplotipo de la
enfermedad, y ausente en los 164 controles espaioles.
Afecta a un nucleétido conservado (puntuacion de 5,26
en Genomic Evolutionary Rate Profiling) y a un residuo
de aminoacido (puntuacién de 0,998 en PolyPhen-2) en
el dominio de dedo de zinc tipo RING de la proteina
LRSAMI.

Estudios de proteinas

Las variantes patogénicas de LRSAM1 reportadas afectan
a la longitud*** o abundancia® de la proteina. Por ello,
comparamos los niveles de proteina LRSAM1 en los lin-
foblastos de cinco portadores y cuatro no portadores de
la mutacidn, sin observar diferencias en la expresion de
la proteina entre ambos grupos (figura 10A)". Ademas,
una mutacion en LRSAM1I que afecta al dominio RING
altera su actividad de ubiquitina ligasa, produciendo
un aumento de su diana de ubiquitinacién TSG101°**.
Probamos el efecto potencial de la proteina mutada so-
bre TSG101, pero la expresion detectada en pacientes y
controles fue similar (figura 10A").

Andlisis del transcriptoma

El analisis de expresion diferencial del transcriptoma
de los linfoblastos de tres portadores de la mutacion en
LRSAMI (ITI-10, IV-10 y IV-11; figura 7'***) y de tres
individuos no portadores de la mutacién (III-9, IV-5y
IV-8) mostré varios transcritos desregulados (figura
10B"*; Material Suplementario tabla S1)". Mediante PCR
con transcripcion inversa cuantitativa, validamos 35 ge-
nes codificantes de proteinas que mostraban un cambio
de expresion significativo (log2 fold-change > 0,5, tanto
con el algoritmo DESeq2 como con el algoritmo edgeR,
y 2 100 conteos brutos de lecturas en todas las muestras
de al menos un grupo; ver Material Suplementario tabla
S1"). Para ampliar la relevancia de nuestros hallazgos,
afiadimos muestras de otros dos portadores de la mu-
tacion (III-8 y IV-12) y de un individuo no portador
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Figura 9. Estudio de RM de los musculos de la parte inferior de las piernas. Secuencias ponderadas en T1: plano coronal del aspecto posterior de las
pantorrillas (fila superior), plano axial a la altura de la mitad de las pantorrillas (fila central) y plano axial de los pies a nivel de los metatarsianos (fila
inferior). A-C) Caso IV-8 (ver figura 7), a la edad de 38 afios, con hallazgos normales en la exploracion fisica y sin mutaciones en LRSAM1I: obsérvese que
los musculos de las pantorrillas y los pies estan preservados. D-F) Caso III-10 (ver figura 7): se observa infiltracion grasa predominantemente distal en
los cuatro compartimentos musculares, que afecta principalmente al séleo (So) y gemelo interno (GM). Nétese la marcada atrofia grasa de los musculos
intrinsecos del pie, especialmente los musculos interdseos del pie derecho (asteriscos) y el flexor hallucis brevis (FHB) de ambos pies. G-I) En el caso
IV-1, se observa infiltracion grasa leve y predominantemente distal en el séleo (So) y el gemelo interno (GM). La atrofia de los musculos intrinsecos del
pie es mas marcada, particularmente en el flexor hallucis brevis (FHB). Tomado de Peeters et al..
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(IV-9). Identificamos seis transcritos sobrerregulados
y dos transcritos infrarregulados en los linfoblastos de
los pacientes (figura 10C"), entre los que se encontraban
los de NEDD4L, que codifica otra ligasa E3 de ubiquiti-
na, y TNFRSF21, un regulador clave de la degeneracion
axonal.

Discusion

Este articulo describe un estudio longitudinal llevado a
cabo a lo largo de cuatro décadas en una gran familia
con CMT?2. En las evaluaciones iniciales, realizadas en-
tre 1977 y 1985, se identificaron 10 pacientes de ambos
sexos pertenecientes a tres generaciones diferentes con
transmision varén a vardn, que indica un patrén de he-
rencia autosémico dominante''. La enfermedad se ma-
nifiesta con un fenotipo de neuropatia leve a moderada
caracterizado por pie cavo, ligera hipoestesia en calcetin
y amiotrofia peroneal con escasa progresion clinica. Solo
se observo amiotrofia peroneal asimétrica, segtin la des-
cripcion de Tooth', en nuestro paciente indice (figura
31L14); sorprendentemente, hasta un 9,4% de los pacien-
tes con CMT1A mostraron asimetria en la fuerza de los
musculos de las piernas*. Siete de los 11 individuos con
riesgo de la tercera generacion, con edades comprendi-
das entre los 22 y los 41 aflos, estaban afectados. Por el
contrario, solo uno de los 10 individuos con riesgo de la
cuarta generacion, con edades entre uno y 15 afos, pre-
sentaba afectacion. Esto sugiere un patréon de penetran-
cia incompleta en las dos primeras décadas de vida, una
caracteristica genética muy poco frecuente en CMT?**%,

Nuestro estudio patoldgico revelé neuronopatia sensiti-
vomotora lumbosacra con degeneraciéon axonal depen-
diente de la longitud (fendmeno de degeneracion retro-
grada o dying back)". Este es un estudio patoldgico sin
precedentes, ya que combina el examen de la médula
espinal con un analisis morfolégico y morfométrico de
las raices ventrales y dorsales a nivel de L5 y de los ner-
vios de las extremidades inferiores (peroneo y tibial pos-
terior), comparando los resultados de segmentos proxi-
males y distales de los nervios. El estudio de anatomia
patoldgica también analizo el nervio sural en dos casos,
con hallazgos similares a los obtenidos en otros nervios
de las extremidades inferiores.

En 1983, el equipo de investigacién de uno de los autores
(JB) reporto cuatro grandes familias con CMT1', y poco
después el actual drbol genealdgico de CMT2"". Esto lla-
mo la atencién de la Dra. Anita Harding, del National

Hospital for Neurology and Neurosurgery en Londres,
que por aquel entonces estaba interesada en el mapeo de
posibles variantes patogénicas, mediante estudios de li-
gamiento, en familias con tres o mas individuos afectos
y el mayor numero posible de individuos no afectos con
riesgo. Este fue el inicio de una fructifera colaboracion,
a tenor de la cual se enviaron datos clinicos y muestras
de sangre a la Dra. Harding para la extracciéon de ADN,
lo que permiti6 confirmar el ligamiento de CMT1A con
la region pericentromeérica del cromosoma 17Y, y que la
duplicaciéon de ADN en 17pl1.2 era la causa de la en-
fermedad, como se comentaba anteriormente!®. Cabe
destacar que inicialmente se habia reportado que, en
dos de las ocho familias con CMT1A asociada a dupli-
caciones, la enfermedad presentaba una asociaciéon con
el locus del grupo sanguineo del sistema Duffy, localiza-
do en el cromosoma 1. Sin embargo, la familia AC no
disponia de diagndstico molecular. Ademas, ninguno de
los pacientes de esta estirpe presentaba signos caracte-
risticos de CMT1A, como engrosamiento de los nervios
o enlentecimiento de la conduccidn nerviosa en rango
desmielinizante.

Quiso el destino que los datos clinicos y muestras de
ADN de la familia AC se trasladaran del Mothercare
Department of Paediatric Genetics, en Londres, al de-
partamento de genética molecular de la Universidad de
Amberes en 1996. Tras su contacto cientifico durante la
séptima reunién de la European Neurological Society
(Rodas, 1997), la Dra. Christine Van Broeckhoven y el
Dr. José Berciano (JB) decidieron llevar a cabo un andli-
sis de ligamiento en esta gran familia, lo que implicaba la
reevaluacion de 10 individuos con riesgo pertenecientes
a la cuarta generacion, dado que solo uno de ellos habia
sido catalogado como afecto tras el estudio inicial''.

Los datos clinicos y genéticos actualizados nos permitie-
ron por fin establecer la causa genética de CMT2G. La
unica familia de esta categoria es portadora de la primera
mutacion de cambio de sentido en LRSAM1, y por tanto
deberia ser reclasificada como CMT2P.

Las mutaciones en LRSAM]1 causan CMT2P autosémica
dominante!***3>34 o recesiva®* (para una revision so-
bre el tema, véase Palaima et al.**). Las mutaciones domi-
nantes descritas hasta la fecha se asocian con neuronopa-
tia axonal sensitivomotora relativamente leve y de curso
muy lento, que afecta de forma predominante o exclusiva
a las extremidades inferiores. En muy raras ocasiones,
el cuadro clinico se caracteriza por ataxia sensitiva*.. La
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Figura 10. Analisis de proteinas y del transcriptoma. A) Analisis de Western
blot de LRSAM1 y TSG101 en lisados de linfoblastos de cinco pacientes
y cuatro controles. Se us6 la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) como control de carga. B) Mapa de calor generado a partir de
datos de secuenciacion del transcriptoma, que refleja el nivel de expresion de
los genes con desregulacion significativa identificados mediante el algoritmo
DESeq2 (expresado como recuentos normalizados y transformados a escala
logaritmica) en muestras de pacientes y controles. C) La PCR cuantitativa
en tiempo real muestra niveles de expresion relativa (normalizados frente a
GAPDH, proteina de unién a TATA y subunidad A del complejo succinato
deshidrogenasa) de ocho transcritos desregulados significativamente
en linfoblastos, obtenidos de cinco pacientes y comparados con cuatro
controles. *p < 0,05; **p < 0,01. Tomado de Peeters et al.”*.

enfermedad suele aparecer entre la segunda y la cuar-
ta década de la vida, pero, tal como se describe en este
articulo y en una familia con una mutacién dominante
en el sitio de empalme en LRSAMI, algunos pacientes
son asintomaticos®. Ademas, tres pacientes de avanzada
edad portadores de una mutacién con cambio de marco
en LRSAM1 desarrollaron enfermedad de Parkinson, lo
que sugiere que dicho gen podria desempefar un papel
en la degeneracion de la sustancia negra*.

Nuestro estudio amplio el conocimiento existente sobre
el espectro genético y fenotipico de LRSAMI". En ge-
neral, en raras ocasiones se observa penetrancia incom-
pleta en subtipos de CMT?, y sin embargo parece ser
un fenémeno comun en el contexto de las neuropatias
relacionadas con LRSAM]I, como demuestra la evidencia
acumulada hasta el momento®. El hecho de que algu-
nos portadores de mutaciones solo presenten pie cavo y
hallazgos electrofisioldgicos minimos merece un estudio
detallado. Como remarcé Michael Shy" en un comenta-
rio, “el diagndstico genético aun depende de un examen
clinico detallado, a pesar de las técnicas modernas de
andlisis de ADN”. Ademads, aunque el pie cavo fue una
constante entre nuestros pacientes, cabe mencionar que
encontramos pie cavo aislado en individuos con riesgo
que finalmente resultaron ser individuos no afectos; es-
tos casos deberian clasificarse retrospectivamente como
pie cavo idiopatico®. En otras palabras, “hallazgos como
el de pie cavo, que se creia que eran indicadores de un
diagnoéstico de CMT, han resultado no serlo™.

Nuestros hallazgos resaltaron la importancia de la RM
para detectar y describir patologias del musculo esque-
lético®. En linea con observaciones previas de CMT1Ay
CMT2A%7*4 ¢l estudio de RM actual mostré moderada
a marcada atrofia grasa de los musculos de los pies en los
siete portadores de la mutacion subclinica en LRSAM1.
La infiltracién grasa en los musculos de las piernas era
menos marcada, y aumentaba distalmente a lo largo
del eje longitudinal del vientre muscular. Como ocu-
rre con otros fenotipos dominantes de CMT axonal, la
atrofia grasa era mas marcada en los musculos del com-
partimento posterior superficial®. La infiltracion grasa
observada principalmente en los musculos del pie y el
gradiente proximal a distal de los musculos de la panto-
rrilla se correlacionaron con el fendmeno de dying back
encontrado en nuestro estudio histologico previo del
nervio ciatico y sus ramas. Cabe sefialar que el estudio de
RM de un individuo no portador de la mutacién mostrd
una apariencia normal de los musculos de la pantorrilla
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Figura 11. Dominios y localizacion de las mutaciones en LRSAMI que causan enfermedad de Charcot-Marie-Tooth. LRR: repeticion rica en
leucina; CC: hélice superenrollada; SAM: motivo estéril alfa; PTAP: motivo Pro-Thr-Ala-Pro; RING: really interesting new gene (vista ampliada).
Las mutaciones con cambio de marco se indican con cuadrados negros, las mutaciones de cambio de sentido con flechas negras y los cambios
dentro del marco de lectura con circulos negros. Los residuos criticos necesarios para la unién de iones de zinc (azul) se muestran en amarillo.

Tomado de Palaima et al.*.

y el pie. Nuestros hallazgos revelaron que los pacientes
con sintomas muy leves presentan alteraciones de los
musculos de las piernas detectables por RM, lo que su-
giere que la RM muscular podria ser de utilidad para el
diagnostico de neuropatias relacionadas con LRSAMI.

Nuestro articulo senald varios posibles problemas de
los estudios genéticos'. En primer lugar, un estudio de-
tallado de un locus establecido (el cromosoma 12 para
CMT2G) con tecnologias 6micas punteras no logrd
identificar la mutacion causal. La identificacion del gen
se logro finalmente gracias al seguimiento longitudinal,
la reevaluacion de la afectacion y nuevos analisis de li-
gamiento. En segundo lugar, el andlisis WGS no cubria
la posicion de la variante c.2081G de LRSAMI en los
dos pacientes estudiados; la mutacién se identifico pos-
teriormente mediante secuenciacién ortogonal (WES).
La relativamente alta tasa cruda de error de llamado de
bases y la variabilidad del desempeiio de las plataformas
NGS son problemas bien conocidos de esta tecnologia®.
Nuestro estudio destaca el valor afladido de una aproxi-
macién que combine dos plataformas, usando protoco-
los de NGS complementarios®' para mejorar la deteccion
de variantes y reducir los falsos negativos.

LRSAMI1 es una ligasa E3 de ubiquitina de tipo RING
multidominio responsable de la ubiquitinaciéon de
proteinas objetivo a través de su dominio cataliti-
co C-terminal*. La figura 11 ilustra los dominios de
LRSAMI y la localizacién de mutaciones patogénicas.*
LRSAML1 tiene varias funciones celulares ya que modula
la agregacion de proteinas, la maquinaria de clasificacién
endosomal y la salida viral de la célula, lo que la hace
interesante en el estudio no solo de las alteraciones de
la formacién de proteinas como la neurodegeneracion,
sino también de enfermedades inmunoldgicas y oncolo-
gicas®. El tnico objetivo de ubiquitinacién conocido de
LRSAMLI es la proteina TSG101, que participa en la cla-
sificacién lisosomal de la carga ubiquitinada®. La inac-
tivacion del homoélogo de LRSAMI en peces cebra pro-
duce un desarrollo anormal de las neuronas motoras®,
mientras que la inactivacion de Lrsam1 en ratones sensi-
biliza los axones de las neuronas periféricas a otras mu-
taciones o toxicos ambientales®. Cabe resaltar que estos
datos experimentales presentan una buena correlacion
con nuestros hallazgos histoldgicos, lo que demuestra
que la base patolégica de CMT2P es una neuronopatia
sensitivomotora con degeneracion axonal dependiente
de la longitud.
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Las mutaciones en LRSAM1 reportadas hasta la fecha en
que se descubri6 la mutacion en la familia AC (figura
11%) truncan, alteran o suprimen el dominio catalitico de
dedo de zinc tipo RING de la proteina LRSAM1'3%-3245,
Nuestro grupo de estudio report6 la primera mutacién
causal en LRSAM]I, que también involucra al dominio
de dedo de zinc tipo RING*. Las mutaciones de cambio
de sentido sintéticas en este dominio anulan la funcién
de ubiquitinacion®. Del mismo modo, se ha encontra-
do una insercion causante de CMT2P en LRSAM1 que
provoca un aumento de los niveles de TSG101 en un
modelo celular de sobreexpresion, lo que sugiere que
no esta ubiquitinada ni degradada®. Estudiamos si la
mutacion p.Cys694Tyr en LRSAMI tenia un efecto si-
milar en los linfoblastos de los pacientes. Esto significa
que o bien la mutacién no suprime la funcién de ubi-
quitinacién de LRSAMI1 o bien que la pérdida de dicha
funcién se compensa con mecanismos celulares alterna-
tivos. Se ha sugerido que otras ligasas de ubiquitina tam-
bién pueden dirigirse a cantidades excesivas de TSG101
para provocar degradacion proteasomal, evitando asi los
efectos nocivos de la sobreexpresion de TSG101, como
la clasificacién endosomal del crecimiento celular®.
Curiosamente, nuestro analisis del transcriptoma pare-
ce apoyar esta hipotesis. Los resultados obtenidos con
las células de los pacientes mostraron un aumento de
la transcripciéon de NEDD4L, un gen que codifica otra
ligasa E3 de ubiquitina dirigida a TSG101". Por tanto,
NEDDA4L podria compensar la pérdida de funciéon de
LRSAMI, lo que podria explicar la presencia de un fe-
notipo leve en pacientes con mutaciones en LRSAM1I1".

Ademds, los portadores de la mutacion p.Cys694Tyr pre-
sentan un aumento de la transcripcion de TNFRSF21, un
regulador clave de la degeneracién axonal®. Del mismo
modo, los niveles de TNFRSF21 estan elevados en la mé-
dula espinal de pacientes con esclerosis lateral amiotrd-
fica (ELA)*" y en el cerebro de pacientes con enfermedad
de Alzheimer®, lo que promueve muerte neuronal a tra-
vés de la activacion de vias de sefializacion de caspasas.
El bloqueo de la funcién de TNFRSF21 con un anticuer-
po antagonista provoca un aumento de la superviven-
cia de las neuronas motoras y una mejora de la funcién
motora en ratones con ELAY, ademas de proporcionar
proteccion contra la neurotoxicidad inducida por Ap42
en cultivos de neuronas neocorticales. Seria interesante
estudiar si esta prometedora aproximacion terapéutica
podria provocar efectos neuroprotectores similares en
modelos de CMT2P vy, en ultimo término, en pacientes

con la enfermedad. En resumen, nuestro anilisis del
transcriptoma de pacientes con CMT2P abre nuevas
perspectivas sobre las vias celulares asociadas con la dis-
funcion de LRSAM1 y proporciona nuevas dianas para
futuros estudios.

Conclusiones

La identificacion de la mutacidn patogénica en una gran
familia con CMT2 de herencia autosémica dominante
y penetrancia incompleta estuvo precedida de cuatro
décadas de estudio clinico, electrofisioldgico, histopa-
tologico y de imagen ininterrumpido de los musculos
de los pies y las piernas en estos pacientes para poder
llegar a una definicion fiable del fenotipo clinico. En
2004, un primer analisis de ligamiento llevé a localizar
erroneamente al gen responsable en el cromosoma 12q
(CMT2G). Una identificacién mds precisa de pacientes
con la enfermedad entre todos los individuos con riesgo
nos permitio redefinir la region ligada con la enfermedad
en el cromosoma 9q y, posteriormente, identificar una
nueva mutacion de cambio de sentido en el gen LRSAM 1
(p-Cys694Tyr). Estos resultados son consecuencia de la
extraordinaria y duradera colaboracién entre clinicos es-
pailoles y genetistas belgas.
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