Frecuencia del alelo causante de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
(tipo axonal con herencia autosomica recesiva) en Palmares, Costa Rica
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Abstract: Frecuency of the allele causing the axonal form of autosomal recessive Charcot-Marie-Tooth
in Palmares, Costa Rica. The Charcot-Marie-Tooth disease constitutes is among the most frequent hereditary
peripheral neuropathies world-wide. We identified a family from Palmares (Alajuela, Costa Rica) with 18
affected members. Their neuropathy is axonal, with an autosomal recessive pattern of inheritance; the respon-
sible gene is at the 19q13.33 chromosomal region. Later the mutation was identified in gene MED25. We studied
the frequency and geographic distribution of the mutant allele. In a random sample of 103 individuals, six were
heterozygote and were widely distributed in Palmares. There was no person in homozigote state for the mutant
allele. Clinical characteristics do not differ significantly between individuals that are homozygous for the wild-
type allele and individuals heterozygous for the mutation. A 5.83 % of the population is heterozygote and the
frequency of the Ala335Val allele is 0.029, six times higher than in a sample of the Costa Rican population. We
recommend a molecular analysis of carriers to detect additional cases in the region. Rev. Biol. Trop. 57 (Suppl.

1): 381-387. Epub 2009 November 30.

Key words: Charcot-Marie-Tooth disease, CMT, HMSN, CMT2B2, Allelic frequency, Costa Rica.

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
(CMT) también conocida como neuropatia
hereditaria motora y sensorial (HMSN) abarca
un grupo de trastornos que afectan los nervios
periféricos (Suter & Scherer 2003) y es uno de
los trastornos neurologicos hereditarios mas
comunes, pues afecta, por ejemplo, aproxi-
madamente a 1 de cada 2 500 personas en
los Estados Unidos (Reilly & Hanna 2002),
tiene una prevalencia de 12.9-15.3 casos por
cada 100 000 individuos en Cantabria, Espana
(Combarros et al. 1987) y 20.1 casos por cada
100 000 personas en el norte de Suecia (Hol-
mberg 1993). En Costa Rica no se conoce la
prevalencia de esta neuropatia periférica.

CMT es causada por mutaciones dominan-
tes o recesivas en genes que pueden ser expre-
sados tanto en neuronas como en las células
Schwann (Suter & Scherer 2003), los cuales
codifican para proteinas relacionadas con la
estructura y la funcion ya sea del axon del ner-
vio periférico o de la capa de mielina.

Como caracteristicas fenotipicas de la
enfermedad se tienen las siguientes: debili-
tamiento en los pies, que pueden dar lugar
a su deformacion llamada pes cavus. Las
deformidades del pie, tales como arcos altos
y “dedos de martillo” (una condiciéon en la
cual la coyuntura central de un dedo del pie se
dobla hacia arriba) son también caracteristicas
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comunes (Pareyson 2004). Los pacientes tam-
bién sufren de debilitamiento de los musculos
distales de la pierna que genera una marcha a
pasos grandes, ademas la parte inferior de las
piernas puede adquirir un aspecto “de botella
de champan invertida” debido a la pérdida de
masa muscular (Tanaka & Hirokawa 2002).
Conforme progresa la enfermedad, pueden
ocurrir debilidades y atrofias musculares en las
manos (Pareyson 2004).

De acuerdo a patrones clinicos, electro-
fisiologicos e histopatologicos, CMT se ha
subdividido clasicamente en forma desmie-
linizante (CMT1) y forma axonal (CMT2).
CMT1 es el tipo mas frecuente y resulta prin-
cipalmente de anormalidades en la capa de
mielina. Se caracteriza por una velocidad de
conduccidn nerviosa (por sus siglas en inglés
NCV) de menos de 38 m/s, ademas estudios
histolégicos han revelado procesos de des y
remielinacidn, asi como también de la forma-
cion de bulbos tipo cebolla. CMT2 es menos
frecuente, y se caracteriza por presentar valores
de NCV mayores de 38 m/s, y valores muy
disminuidos del potencial de acciéon evocado
motor, (CMAP) y de amplitud del potencial
de accion sensorial (SNAP) (Nicholson 2006).
Estudio histopatoldgicos en biopsias han reve-
lado atrofia y regeneracion crénica en el axén
(Gemignani & Martin 2001)

Hasta 1999 se conocian solamente tres /oci
relacionados con CMT autosoémica dominante
de tipo axonal (CMT2), y atin no se habia iden-
tificado ningun locus relacionado con CMT
autosomica recesiva de tipo axonal (CMT2B).
Familias con este tipo de neuropatia suelen
presentar un fenotipo clinico mas severo y en
algunos subtipos aparece muy temprano en
la vida del paciente (Vallat et al. 2004). Sin
embargo, hoy dia ya se conocen tres /oci res-
ponsables de CMT2B (Bouhouche et al. 2007).
Bouhouche et al. (1999) estudiaron una familia
consanguinea de origen Marroqui, con nueve
individuos afectados que presentaban los sin-
tomas clinicos clasicos para CMT, entre ellos
una falla severa de los musculos proximales y
datos electrofisiologicos indicaron un desorden
axonal. Ademas, en dicha familia se seguia un

patron de herencia autosomica recesiva. Dichos
autores encontraron evidencia de ligamiento
con la region 1q21.2-q21.3 (CMT2B1). De
Sandre-Giovanolli et al. (2002) reportan la
mutacion 892C—T en el exon 5 del gen LMNA,
el cual codifica para lamininas de la envoltura
nuclear. Dicha mutacion causa la substitucion
R238C y segregd con la enfermedad en trece
individuos en familias de Argelia en los cuales
se habia encontrado ligamiento para la region
1921.2-q21.3.

El segundo locus donde se encontr6 evi-
dencia de ligamiento para CMT2B fue en la
region cromosomica 8q21.3. Dicho estudio se
realizo en trece pacientes procedentes de Tunez
los cuales habian sido diagnosticados con debi-
litamiento distal progresivo de las extremidades
y pérdida sensorial de las inferiores (Barhoumi
et al. 2001). En 2002 Cuesta y colaboradores
identificaron tres mutaciones y seis alelos
mutantes en GDAPI en tres familias con CMT
axonal, con los cuales se habia encontrado
evidencia de ligamiento con la region 8q21.3.
Dichos pacientes también presentaron paresis
del cordon vocal. El gen GDAPI se encuentra
localizado en la region candidata, y se vio que
su homologo en ratén se encuentra altamente
expresado en cerebro (Cuesta et al. 2002).
GDAPI es una proteina de 358 aminoacidos
cuya funcién es desconocida, sin embargo estu-
dios filogenéticos y analisis estructurales han
sugerido que GDAP1 pertenece a la subfamilia
de las glutation S-transferasas (GSTs) (Pedrosa
et al. 2005)

El tercer locus fue reportado por Leal et
al. (2001), ellos obtienen ligamiento significa-
tivo para CMT2B2 con la regiéon cromosoémica
19q13.3 en una familia consanguinea de la
provincia de Alajuela, Costa Rica. Todos los
pacientes fueron homocigotos y compartian el
mismo haplotipo en la region. Los pacientes
presentaron atrofias distales y debilitamiento
muscular pronunciado y estudios electrofisio-
logicos demostraron un proceso axonal dege-
nerativo, con CMAPs reducidos o ausentes.
En dicho intervalo se identificaron 53 genes
(Leal 2004), los cuales se secuenciaron en su
totalidad. Posteriormente Leal y colaboradores
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localizaron en el exon 9 del gen MED25 la
mutacion Ala335Val y luego de probar 556
individuos control de la poblacion costarricen-
se, se propuso como causante de la patologia
(datos no pub.). Solamente los 18 individuos
afectados de esta familia de Palmares han
sido encontrados como homocigotos para el
alelo Ala335Val, y de los 556 controles, cinco
fueron heterocigotos, por lo que la frecuencia
del alelo mutante en la poblacion general es
de q=0.0045. El gen MED?25 codifica para la
subunidad 25 del complejo mediador de la
transcripcion por ARN polimerasa 11, dicho
complejo mediador actia como un coactiva-
dor clave en la activacion de la trascripcion
(Malik 2005). La mutacion Ala335Val realiza
un cambio de aminoacido en una zona proteica
muy conservada. Recientemente se han hecho
numerosos estudios de funcion de la proteina
solidificandose la evidencia de que se trata de
la responsable de la enfermedad (Leal et al.,
datos no pub.). No obstante, todavia se desco-
noce cudl es el rol de MED25 en la patologia
CMT2B2.

Como se indicd anteriormente, se desco-
noce cual es la prevalencia de la enfermedad
de Charcot-Marie-Tooth en la poblacion de
Costa Rica. Ademds se desconoce cudl es la
prevalencia de la enfermedad en el cantéon de
Palmares de Alajuela de donde procede la fami-
lia afectada, asi como la frecuencia del alelo
mutado en dicha poblacion. Existe la necesidad
de determinar la frecuencia de la mutacion
Ala335Val en el gen MED25 en la poblacion
de donde se origina la familia afectada con
CMT2B2, asi como establecer la prevalencia
de CMT en la poblacion de donde se origina la
familia afectada.

MATERIALES Y METODOS

La poblacion de estudio fue la poblacion
del canton de Palmares Alajuela, Costa Rica;
lugar donde se localizo la familia que permitid
identificar el locus CMT2B2. Se tomé una
muestra representativa y aleatoria de 103 per-
sonas de dicha poblaciéon alajuelense, toman-
do en cuenta los siete distritos del canton.

Se calculé el tamafio de muestra asumiendo
muestreo simple aleatorio (MIA), ya que se
desconoce la distribucion de la incidencia de la
enfermedad en el cantén de Palmares. Segun el
Censo de Poblacion 2000, la poblacion del can-
ton es de cerca de 30 mil personas. Se asumio
que la dispersion de la enfermedad era maxima
(no concentracion de la enfermedad en conglo-
merados geograficos en la zona). Lo anterior
significa que la variancia de la proporcion de
personas con la enfermedad era maxima y eso
se da cuando la proporcion 1; es igual a 0.5,
entonces la variancia estimada es igual a ;
a1 - 1;) = 0.25. El error maximo permisible d
se fija es 0.1, o sea 10 %, esto significa que la
estimacion obtenida en la encuesta de personas
infectadas con la enfermedad no superara en
0.1 del valor que se obtendria si re realizara un
censo general en Palmares, lo cual es impensa-
ble. Se estim6 que la muestra apropiada es de
76 personas. Sin embargo, se entrevistaron 103
personas pues existian los recursos disponibles.
El ajuste por poblacion finita no da valor agre-
gado significativo. La muestra fue distribuida
proporcionalmente entre los distritos por tama-
flo de poblacion.

A cada una de las personas de la muestra
se le tom6 informacion personal, familiar,
genealdgica y se le hizo una evaluacion clinica,
luego de obtener el consentimiento informa-
do correspondiente. La examinacion clinica
consistio en pruebas de fuerza y sensibilidad
muscular estandarizadas (Berghoff ez al. 2004).
Por dificultades técnicas no se hicieron medi-
ciones electrofisiologicas. A cada individuo se
le tomo 5 mL de sangre periférica, la extraccion
de ADN se hizo mediante el kit de Purificacion
de ADN Gendémico (Fermentas). Se amplifi-
c6 por PCR la region donde se encuentra la
mutacion Ala335Val en MED?25, utilizando
iniciadores (primers) especificos, primer F:5'-
CCAGAACCACGAGAGCCACATCC-3"
y primer R:5-GTCCCCCAGAGCCCCAT
CAAC-3’, Taq polimersa y reactivos para PCR
marca Fermentas siguiendo las recomendacio-
nes del fabricante.

Para confirmar la ampliacién por PCR se
corrieron los productos por geles de acrilamida
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10%. Una vez amplificado el segmento espe-
cifico, los productos de PCR se digirieron con
enzimas de restriccion, incubando las muestras
a 37 °C toda la noche. Las enzimas de restric-
cion utilizadas son Narl y Haell que cortan
la secuencia silvestre, y Hgal que corta la
secuencia con la mutacion. Posteriormente se
realizd una segunda electroforesis con geles
de acrilamida 10% para poder visualizar los
fragmentos digeridos y conocer asi el estatus
genético de cada individuo de la muestra. Ade-
mas, se cargd un control positivo y negativo de
corte tanto para Narl como para Haell, se contd
con pacientes de estudios anteriores los cuales
se les habia confirmado la presencia o ausencia
de la mutacion por secuenciacion.

Se utiliz6 el programa GenAlEx 6.0 para
calcular las frecuencias alélicas, las frecuencias
genotipicas y la heterocigosis. Los calculos
fueron realizados con el programa STATA
version 8 (StataCorp 2005) y el nivel de
significancia de las pruebas se fijo en un
0=0.05. Se utiliz6 la prueba Chi cuadrado para
medir asociaciones entre variables categéricas
(Agresti 2002) y la prueba de t-Student para
comparar promedios.

RESULTADOS

Ademas de la familia afectada con
CMT2B2 (Leal et al. 2001), ningtn individuo
enfermo adicional se localizd en este rastreo.
En la muestra si aparecié asignado un indi-
viduo con familiares afectados, pero todos
pertenecian a la familia con 18 casos que habia
servido para hacer la bisqueda genémica y el
analisis de ligamiento.

En cuanto a las pruebas moleculares, los
resultados de la digestion con enzimas de
restriccion indicaron que de las 103 muestras
97 personas son homocigotas silvestres y seis
heterocigotas para la mutacion. En la distri-
bucion geografica del alelo Ala335Val no se
observa ninguna agregacion de los hetero-
cigotas por distrito. No se encontré ninguna
persona en estado homocigota para el alelo
Ala335Val en la muestra analizada. El porcen-
taje de la poblacion que es homocigota silvestre

y heterocigota para Ala335Val es del 94.17% y
5.83% respectivamente. Ademas, la frecuencia
del alelo silvestre en el canton es de 0.971 y
la frecuencia del alelo Ala335Val es de 0.029.
Las frecuencias genotipicas se encontraron en
equilibrio de HW (Chi=0.094, gl=1, p=0.760).
Asimismo se obtuvo un valor de He de 0.057.

El analisis estadistico permitié determinar
que entre los individuos homocigotos silvestres
y los heterocigotos para la mutaciéon no existe
ninguna caracteristica clinica que difiera sig-
nificativamente entre ambos. No obstante, se
observaron pequeias diferencias en los reflejos
y en la fuerza. Se hallé que los reflejos en
los individuos heterocigotos se encontraban
aumentados con respecto a los individuos
homocigotos silvestres (Cuadro 1). También
se observo que la fuerza en la pelvis y en las
piernas estaba disminuida en los individuos
heterocigotos, ninguno de los dos resultados
fue significativo (Cuadro 2).

De los seis individuos heterocigotos para
Ala335Val, solo un individuo tiene anteceden-
tes familiares de CMT, con tres parientes (tios
y padre) que padecen de la enfermedad. A uno
de dichos pacientes se le hizo el andlisis cli-
nico y genético para tener un control positivo
en el estudio, sin embargo dicho paciente no
fue tomado en cuenta en el analisis estadistico
ya que no fue parte de la muestra. El pacien-
te presentd corte positivo con Hgal y corte
negativo para Narl, por lo que el individuo
es homocigoto para Ala335Val. Los datos cli-
nicos mostraron que el paciente tiene reflejos

CUADRO 1
Reflejos en la poblacion palmarenia segun su estatus
genético para el alelo Ala335Val. A1A1, homocigoto
silvestre; A1A2 heterocigoto

AlAL AlA2 "
p
n=97 n=6
Re miotat bi 2.4 2.7 0.26
Re miotat est 2.4 2.7 0.24
Re miotat rot 2.2 2.5 0.23
Re miotat aquil 23 2.7 0.18
Re tricip 24 2.5 0.38

* T-student, p >0.05.
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CUADRO 2
Fuerza que presentaron los individuos de la muestra
del canton de Palmares segun su status genético para
alelo Ala335Val. A1A1, homocigoto silvestre; A1A2
heterocigoto

AlAl AlA2 "

n=97 n=6
Fuerza manos 4.9 5.0 0.26
Fuerza brazos 4.9 5.0 0.25
Fuerza hombros 4.8 5.0 0.22
Fuerza pies 4.9 5.0 0.27
Fuerza piernas 4.9 4.8 0.60
Fuerza pelvis 4.8 4.7 0.76

* T-student, p >0.05.

y sensibilidad muy disminuidos, casi nulos.
Ademas, presentd dedos de martillo, tremor,
atrofias tanto en manos como en piernas. Los
problemas sensoriales que present6 el paciente
fueron principalmente en manos, ya que pre-
sentd adormecimiento y sensaciones anormales
espontaneas.

DISCUSION

Una familia de un canton de Palmares de
la provincia de Alajuela sirvio para determinar
ligamiento entre una forma axonal de la enfer-
medad de Charcot-Marie-Tooth con la region
cromosOomica 19q13.33, y posteriormente se
localizo en esa region la mutacion Ala335Val
causante de la patologia en MEDZ25 (Datos no
pub.). Este hallazgo sirvio para realizar un estu-
dio epidemiolégico para determinar la preva-
lencia de la enfermedad en el cantén, asi como
la frecuencia de la mutacion en la poblacion.-

En el presente estudio se determind que
la frecuencia del alelo Ala335Val en el canton
en estudio es de 0.029, 6.45 veces mayor que
en la poblacion general de Costa Rica, obser-
vandose una heterocigosis de 0.057. Dado, que
la heterocigosis es una medida de la variacion
genética de un Jocus en una poblacion, si la
frecuencia de uno de los alelos es muy alta y
la otra muy baja, habran pocos heterocigotos
porque la mayoria de los individuos seran

homocigotos para el alelo mas frecuente. Esto
ocurre en este estudio, en el cual el alelo mas
frecuente es el alelo homocigoto silvestre.

No se encontraron pacientes nuevos de
CMT2B2 en la poblacion muestreada, lo que
nos podria indicar que la enfermedad esta
segregando exclusivamente en las familias
donde se halldé ligamiento. Solamente los 18
individuos afectados reportados por Leal ef al.
(2001) han sido encontrados como homocigo-
tos para el alelo mutado.

Segun el ultimo censo poblacional que
se hizo en nuestro pais en el 2000, se obtuvo
el canton de Palmares tiene alrededor de 30
000 habitantes. En este estudio se encontrd
que el 5.83 % de la poblacion es heterocigoto
por lo que se podria estimar que en el canton
en estudio hay alrededor de 1 700 individuos
heterocigotos para Ala335Val.

Lo anterior se acentia cuando hay cruces
consanguineos en la poblacion ya que dichos
cruces aumentan la homocigosis y disminuye
la heterocigosis en las frecuencias genotipicas.
En Marruecos se ha visto que CMT con heren-
cia autosoémica recesiva es mas frecuente que
la forma dominante de la enfermedad, esto se
debe a que en el norte de Africa los matrimo-
nios consanguineos son comunes (Bouhouche
et al. 2007).

Clinicamente los individuos heterocigotos
no mostraron ninguna diferencia significativa
a los individuos homocigotos silvestre, lo cual
era de esperar al ser CMT2B2 una enfermedad
autosomica recesiva. Los que los individuos
heterocigotos no padecen de la enfermedad
pero si son portadores del alelo Ala335Val,
y habria que hacer estudios con una muestra
mayor para observar si existen caracteristicas
clinicas significativamente distintas entre hete-
rocigotos y homocigotos silvestres.

Este estudio debe ser considerado como un
estudio piloto, ya que solo se muestreo el canton
donde fue descrita la mutacion. Seria interesan-
te conocer la frecuencia del alelo Ala335Val en
cantones cercanos al canton estudiado y hasta
se podria pensar en hacer un muestreo aleatorio
de toda la provincia de Alajuela y en el pais. De
este modo, se podrian obtener mas datos que
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nos permitan la deteccion de nuevos casos de
afectados, que aumenten la informacion gené-
tica y clinica de la enfermedad CMT2B2, y se
podria proporcionar a los individuos afectados
mas informacion sobre su padecimiento.

La frecuencia de heterocigotos (portado-
res) del alelo mutado sugiere que un diagnos-
tico molecular de los portadores se deberia
ofrecer a la poblacion del canton de Palmares,
con el fin de que este conocimiento sea tomado
en cuenta por las personas interesadas antes de
asumir la responsabilidad de reproducirse.

Este es el primer estudio epidemiologico
de la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth en
Costa Rica, y uno de los primeros en enferme-
dades hereditarias. Estudios sucesivos deberian
permitir mayor conocimiento de las enferme-
dades con un componente genético importante,
favoreciendo su prevencion y tratamiento.
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RESUMEN

La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth constituye el
grupo de neuropatias periféricas hereditarias mas comtn a
nivel mundial. Una familia con 18 afectados del canton de
Palmares (Alajuela, Costa Rica) con una neuropatia de tipo
axonal y herencia autosomica recesiva, permitio localizar
el gen responsable en la region 19q13.33. Posteriormente
se identifico la mutacion causante en el gen MEDZ25. El
presente estudio determino la frecuencia del alelo mutante,
asi como la distribucion geografica de este alelo. En una
muestra al azar de 103 individuos se encontraron seis
individuos heterocigotas para la mutacion, distribuidos
por todo el canton. No se encontrd ninguna persona en
estado homocigota para este alelo. No hallamos alguna
caracteristica clinica que difiera significativamente entre
los individuos homocigotos silvestres y los heterocigotos
para la mutacion. El 5.83% de la poblacion es heterocigota

y la frecuencia del alelo Ala335Val es de 0.029, seis veces
mayor que en una muestra de toda la poblacion costarri-
cense. Por esta razon se recomienda un analisis molecular
de portadores con el fin de alertar sobre la posibilidad de
aparicion de mas casos en el canton.

Palabras clave: enfermedad de Charcot-Marie-Tooth,
CMT, HMSN, CMT2B2, frecuencia alélica, Costa Rica.
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