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RESUMO

Base tedrica: As neuropatias hereditéarias, em especial a doenca de Charcot-Marie-Tooth
(CMT), sdo um grupo de doencas com grande heterogeneidade genética, havendo mais de 60
genes associados a estas condicOes. Diversos exames complementares, muitas vezes
desnecessérios e de alto custo, sdo realizados na tentativa de um diagnostico definitivo e isto
implica em um alto custo pessoal, familiar e social, mesmo sendo um grupo de doengas raras.
O rendimento diagndstico de estudos genéticos paraa CMT é pouco conhecido, com falta de
dados epidemiologicos para construir melhores estratégias fora dos EUA e da Europa.
Objetivo: O objetivo da presente dissertacdo foi avaliar o rendimento diagndéstico de
estratégia sequencial de diagndstico molecular para casos com suspeita de formas
desmielinizantes de CMT (CMTde) ou Neuropatia Hereditaria com Susceptibilidade a
Paralisia por Pressdo (HNPP) e de painel de genes por sequenciamento de nova geracao
(NGS) para casos com suspeita de formas axonais de CMT (CMTax). Além disso, visamos
gerar dados epidemiolégicos iniciais sobre os subtipos mais frequentes de CMT no sul do
Brasil, bem como realizar caracterizacdo clinica e neurofisioldgica dos casos com
diagnostico confirmado. Métodos: Foi realizado um estudo transversal em centro Unico, em
que recrutamos consecutivamente familias com suspeita clinica de CMT ou HNPP entre
setembro de 2010 e agosto de 2019 no ambulatdrio de Genética Neuromuscular do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. Resultados: Foram avaliados 94 pacientes (55 familias) com
suspeita de CMT. O rendimento diagndstico da estratégia combinada de Multiplex-Ligation-
dependent-Probe-Amplification (MLPA) dos genes PMP22/GJB1/MPZ e de sequenciamento
Sanger dos genes PMP22, GJB1 e MPZ foi de 63,6% (28/44) para casos-indice com CMTde
(21 CMT1A, 5 CMTXL1 e 2 com provavel diagnostico de CMT1B). Cinco dos 11 casos-
indice (45,4%) com suspeita de CMTax tiveram pelo menos um diagndstico possivel com
painel de NGS de 104 genes relacionados a neuropatias hereditarias (1 CMT1A, 1 CMT2A,
1 CMT2K, 1 CMT2K, 1 CMT2U e 1 CMT2W). Todos os trés casos-indice com suspeita de
HNPP apresentaram delec&o em heterozigose do PMP22 no MLPA. Auxilio para marcha foi
necessario para 15,4% dos pacientes com CMT, sendo que 5,5% estavam restritos a cadeira
de rodas. Conclusdo: As estratégias sequenciais de diagnostico molecular com MLPA e
sequenciamento Sanger direcionado para CMTde apresentaram alto rendimento diagnostico,
e quase metade das familias com CMTax tiveram pelo menos um diagnostico possivel com

um painel de NGS abrangente. Os subtipos mais frequentes de CMT no sul do Brasil séo



CMT1A e CMTX1. Nossos resultados trouxeram beneficios diretos aos pacientes e
familiares ao propiciar diagnostico definitivo e adequado aconselhamento genético. O
conhecimento da epidemiologia das neuropatias hereditarias no Rio Grande do Sul fomentara
o0 desenvolvimento de futuros projetos nestas condic@es raras e negligenciadas. Além disso,
nossos resultados definirdo o protocolo diagnostico assistencial de CMT no Sistema Unico
de Saude no Unico Servico de Referéncia em Doencas Raras (SRDR) do estado, o Servico de
Genética Médica do HCPA, com potencial de ser aplicado para os demais SRDRS e servicos

especializados do pais.
Palavras chave:

Rendimento diagnostico, doenga de Charcot-Marie-Tooth, Neuropatia Hereditaria com
Susceptibilidade a Paralisia por Pressdo (HNPP), amplificacdo da sonda multiplex

dependente da ligacdo (MLPA), sequenciamento de nova geracdo (NGS).



ABSTRACT

Background: Hereditary neuropathies, in particular Charcot-Marie-Tooth disease (CMT),
are a group of diseases with great genetic heterogeneity, with more than 60 related genes.
Several complementary studies, often unnecessary and expensive, are performed in an
attempt of a definitive diagnosis and this implies high personal, family and social costs, even
being a rare disease. The diagnostic yield of genetic studies for CMT is little known, with a
lack of epidemiological data to build better strategies outside the US and Europe. Objective:
We aimed to evaluate the diagnostic yield of a sequential molecular diagnostic strategy for
cases with demyelinating forms of CMT (CMTde) or Hereditary Neuropathy with Liability
to Pressure Palsies (HNPP) suspicion, and of a next-generation sequencing panel (NGS) for
cases with axonal forms of CMT (CMTax) suspicion. In addition, we intended to generate
initial epidemiological data on the most frequent subtypes of CMT in southern Brazil, as well
as to perform clinical and neurophysiological characterization of cases with confirmed
diagnosis. Methods: A single center cross-sectional study was performed in which we
consecutively recruited families with clinical suspicion of CMT or HNPP between
September 2010 and August 2019 at the Neuromuscular Genetics Outpatient Clinic of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Results: 94 patients (55 families) with CMT
suspicion were evaluated. Overall, the diagnostic yield of the combined strategy of
Multiplex-Ligation-dependent-Probe-Amplification (MLPA) of PMP22/GJB1/MPZ and
PMP22/GJB1/MPZ Sanger sequencing was 63.6% (28/44) for index cases with CMTde
suspicion (21 CMT1A, 5 CMTX1 and 2 with likely CMT1B diagnosis). Five of the 11 index
cases (45.4%) with CMTax suspicion had at least a possible diagnosis with the NGS panel
of 104 inherited neuropathies-related genes (one each with CMT1A, CMT2A, CMT2K,
CMT2U and CMT2W). Gait assistance was required for 15.4% of patients with CMT, and
5.5% were wheelchair bound. Conclusion: Sequential molecular diagnosis strategies with
MLPA + target Sanger sequencing for CMTde had high diagnostic yield and almost half of
CMTax families had at least a possible diagnosis with the comprehensive NGS panel
strategy. Most common subtypes of CMT in southern Brazil are CMT1A and CMTXL1. Our
results have brought direct benefits to patients and families by providing definitive diagnosis
and adequate genetic counseling. Knowledge of the epidemiology of hereditary neuropathies
in Rio Grande do Sul will foster the development of future projects in these rare and neglected

conditions. In addition, our findings will define the diagnostic protocol for CMT at the state's



only Rare Disease Reference Service (RDRS) of Brazilian National Health System (SUS),
Medical Genetics Service of HCPA, with the potential to be applied to other RDRS and
specialized services in the country.

Key Words: Diagnostic Yield, Charcot-Marie-Tooth Disease, Hereditary Neuropathy with
Liability to Pressure Palsies (HNPP), Multiplex-Ligation-dependent-Probe-Amplification
(MLPA), Next-Generation Sequencing (NGS).
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CMTde: formas desmielinizantes de Charcot-Marie-Tooth

HNPP: Neuropatia Hereditaria com Susceptibilidade a Paralisia por Presséo;
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DNA: Acido Desoxirribonucleico;

MLPA: Multiplex Ligation dependent Probe Amplification;
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SRDR: Servico de Referéncia em Doencas Raras;
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LGM: Laboratorio de Genética Molecular;
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UAMP: Unidade de Analise Molecular de Proteinas;
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1. Introducéo

O termo neuropatias hereditérias € utilizado pela maioria dos autores para descrever um
grupo heterogéneo de doencas genéticas em que a polineuropatia periférica (PNP) é o Unico
sinal presente ou é o fendtipo predominante (ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015). O
envolvimento dos nervos periféricos nas PNP hereditarias € mais frequentemente sensitivo e
motor (NHSM), como na doenga de Charcot-Marie-Tooth (CMT), foco deste projeto; mais
raramente podendo ser apenas motor, como nas neuropatias hereditarias motoras distais
(NHM), ou apenas sensitivo e autondmico, como nas neuropatias hereditarias sensitivas e
autondmicas (NHSA) (ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015).

Na classificagdo mais utilizada atualmente, as formas de CMT desmielinizantes
autossomicas dominantes sdo classificadas como CMT1, e as autossomicas recessivas como
CMT4. As formas axonais tanto autossOmicas dominantes quanto recessivas Sao
classificadas como CMT2. As formas com heranca ligada ao X séo classificadas como
CMTX. A forma CMT3 era atribuida a sindrome de Dejerine-Sottas e foi abandonada como
veremos durante a reviséo da literatura (BIRD, 2019).

As primeiras descri¢cdes de CMT foram publicadas em 1886 por Jean-Martin Charcot e Pierre
Marie em Paris e por Howard Tooth na Inglaterra (MATHIS et al., 2015; OUVRIER, 2010).
No inicio do século 20 através da neuropatologia foi descrita a forma desmielinizante da
doenca e posteriormente, com o advento da neurofisiologia clinica, foi possivel separar as
formas de CMT em axonais e desmielinizantes. Apds, os grandes avancos em NHSM surgem
com a aplicacdo clinica da genética molecular. Em 1991 foi identificada a duplicac¢do do gene
PMP22 como a causa de CMT1A, com numerosos outros subtipos de CMT sendo descritos
nos anos seguintes, chegando a mais de 60 genes relacionados as PNP hereditarias atualmente
(MATHIS et al., 2015).

Apesar de serem condicBes negligenciadas e relativamente pouco estudadas, as PNP
hereditarias encontram-se entre as condicdes monogénicas mais prevalentes, sendo a
prevaléncia estimada de CMT de 1: 3.300 nascidos vivos. CMT1A, o subtipo mais comum
de CMT, pode corresponder a cerca de 20% dos individuos que consultam em clinicas
especializadas em doencas neuromusculares com PNP crénica ndo classificada, entretanto a
prevaléncia dos subtipos genéticos especificos varia de acordo com a populagdo. Enquanto
CMT1A representa 20% dos casos de CMT no Japédo (ABE et al., 2011) e 30% na Grécia e
em Barcelona (VAN BROECKHOVEN, 1996), pode chegar a 51% dos casos na Alemanha
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(GESS et al., 2013) até >80% dos casos na Finlandia, Suécia, Reino Unido e Franca (VAN
BROECKHOVEN, 1996).

Poucos estudos avaliaram aspectos epidemioldgicos de CMT no Brasil. CMT foi a causa de
15,5% (JUNIOR; BARREIRA, 1987) e 8% (FREITAS; NASCIMENTO; FREITAS, 1995)
dos casos de PNP de causa conhecida acompanhada em 2 hospitais universitarios brasileiros.
Em estudo realizado em Ribeirdo Preto, 53 familias com suspeita de CMT1 foram
identificadas entre 1998 e 2000, sendo a duplicagdo do PMP22 presente em 42 casos (79%)
(JUNIOR et al., 2005). N&o ha dados epidemiologicos sobre os demais subtipos de CMT no

Brasil.

O diagndstico do subtipo especifico de CMT s6 pode ser confirmado através de analise
genética, ndo sendo possivel esta diferenciagdo apenas com bases clinicas e
neurofisioldgicas. Este processo pode parecer muito complexo uma vez que ha mais de 60
genes relacionados a formas de PNP hereditarias, entretanto na maioria das populacdes (VAN
BROECKHOVEN, 1996) a maior parte dos casos de CMT sdo causados por variantes
patogénicas em 4 genes ou regides: duplicacdo ou mutacao de ponto no PMP22, GJB1, MPZ
e MFN2. Sendo que destes, a duplicacdo do PMP22 é destacadamente a alteracdo genética
mais frequente, sendo responsavel por até 90% dos casos de CMT1 (ROSSOR; EVANS;
REILLY, 2015; SAPORTA et al., 2012). Entretanto, como vimos acima, a frequéncia dos
subtipos de CMT varia de acordo com a populacdo, sendo provavel haver diferencas
regionais significativas no rendimento de diferentes estratégias de diagndstico molecular para

estas condicdes.

O objetivo da presente dissertacdo sera o de avaliar o rendimento diagnéstico de estratégia
sequencial de diagndstico molecular para casos com suspeita de CMT desmielinizante ou
Neuropatia Hereditaria com Susceptibilidade a Paralisia por Pressdo (HNPP, da sigla da
terminologia em inglés) e de painel de genes por sequenciamento de nova geracao para casos
com suspeita de CMT axonal. Além disso, sera possivel gerar dados epidemioldgicos iniciais
sobre os subtipos mais frequentes de CMT no Sul do Brasil, bem como realizar caracterizacéo
clinica e neurofisioldgica dos casos com diagnostico confirmado, possibilitando a expansao
da descricdo das caracteristicas fenotipicas deste grupo de doengas. Destacamos a
aplicabilidade pratica do produto da presente dissertagdo, o qual sera definidor do protocolo
diagnostico assistencial de NHSM no SUS no unico Servico de Referéncia em Doencas Raras
(SRDR) do Rio Grande do Sul, o Servigo de Genetica Médica do HCPA, com potencial de

ser aplicado para os demais SRDRs e servicos especializados do pais.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informagdes

Realizamos revisdo sistematizada da literatura de estudos que avaliaram o rendimento de
protocolos de diagndstico molecular de CMT e HNPP, com enfoque principal no método de
MLPA (Multiplex Ligation dependent Probe Amplification). Para esta busca de estudos
foram consultadas as bases de dados PubMED, EMBASE e LILACS utilizando os termos
"Charcot-Marie-Tooth™ E " MLPA" conforme o acrénimo PECO, sem restri¢des de data ou

idioma. Ver Figura 1.

A busca detalhada realizada na base de dados PubMED foi: (“charcot-marie-tooth
disease"[MeSH Terms] OR ("charcot-marie-tooth"[All Fields] AND "disease"[All Fields])
OR "charcot-marie-tooth disease"[All Fields] OR ("charcot"[All Fields] AND "marie"[All
Fields] AND "tooth"[All Fields] AND "disease"[All Fields]) OR "charcot marie tooth
disease"[All Fields]) AND ("multiplex polymerase chain reaction"[MeSH Terms] OR
("multiplex"[All Fields] AND "polymerase"[All Fields] AND "chain"[All Fields] AND
"reaction"[All Fields]) OR "multiplex polymerase chain reaction"[All Fields]) OR
("multiplex polymerase chain reaction”"[MeSH Terms] OR ("multiplex"[All Fields] AND
"polymerase"[All Fields] AND "chain"[All Fields] AND "reaction"[All Fields]) OR
"multiplex polymerase chain reaction"[All Fields] OR "mlpa"[All Fields]) AND (next[All
Fields] AND (“family characteristics"[MeSH Terms] OR (“family"[All Fields] AND
"characteristics"[All Fields]) OR "family characteristics"[All Fields] OR "generation"[All
Fields]) AND ("base sequence"[MeSH Terms] OR ("base"[All Fields] AND "sequence"[All
Fields]) OR "base sequence"[All Fields] OR "sequence"[All Fields])) AND
(("diagnosis"[MeSH Terms] OR "diagnosis"[All Fields] OR "diagnostic"[All Fields]) AND
yield[All Fields])

Entretanto, antes de detalharmos os aspectos relacionados as questBes de pesquisa
encontrados na busca sistematizada a literatura, realizaremos uma breve reviséo sobre as PNP
hereditarias utilizando mdaltiplas referéncias originais e revisdes narrativas sobre o tema
obtidas tanto através da revisdo sistematizada da literatura apresentada acima, quanto por

buscas manuais sobre o tema.
2.2. Definindo o problema

As neuropatias hereditarias compreendem um grupo heterogéneo de doencas genéticas em

que a presenca de polineuropatia periférica pode ser o Unico sinal clinico ou pode fazer parte
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de uma sindrome de envolvimento multissistémico. A maioria dos autores, entretanto, utiliza
0 termo neuropatia hereditaria apenas para as condi¢fes em que a neuropatia periférica é o
unico sinal presente ou o fendtipo predominante essa seréa a definicdo utilizada no presente
projeto. (ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015).

Publicacdes identificadas através
' de pesquisa de base de dados
o {n=10)
s PubMED -6 Publicacfes adicionais identificadas
3 EMBASE -4 por meio de outras fontes (n=1)
= LILACS—D
E=)
=
o
=
¥ ¥
Publicagbes selecionadas apos remocdo das
duplicatas (n =7}
=]
2 l
a
E )
Publicactes selecionadas ) Rle.sun'fos exEImdos, com
inicialmente {n = &) *  justificativas ndo relacionado
aotemain=1)
—
W
K Publicagfes selecionadas
[} inicialmente {n = 6)
=
£
b
[T}
w
] Artigos com texto
completo para avaliar a
elegibilidade (n =6)
g
E w
% Estudos incluidas
E (n=6)
Textos completos - 6

Figura 1 - Fluxograma de selecdo dos estudos para elaboracdo do projeto.

O envolvimento dos nervos periféricos nas PNP hereditarias pode ser sensitivo e motor, como
ocorre no grupo de doencas chamadas de neuropatia hereditaria de Charcot-Marie-Tooth e
na polineuropatia amiloidética familiar, ou apenas motor como ocorre nas neuropatias
hereditarias motoras distais (NHM); e apenas sensitivo e autondmico, como ocorre nas
neuropatias hereditarias sensitivas e autondmicas (NHSA). Alguns autores consideram a
NHM e NHSA como espectros do CMT. (ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015).
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2.3. Aspectos Historicos da Doenga de Charcot-Marie-Tooth

As primeiras descrigdes de CMT foram publicadas em 1886 por Jean-Martin Charcot e Pierre
Marie em Paris e por Howard Tooth na Inglaterra. Charcot e Marie descreveram 5 casos de
pacientes que apresentavam marcada atrofia da musculatura distal: 3 destes casos com inicio
infantil, 1 caso que poderia ser considerado uma apresentacdo classica do que hoje
consideramos CMT1 ou CMT2 e 1 caso provavelmente relacionado a NHSA. Tooth, no
mesmo ano, também descreveu 5 casos com apresentacdo tipica de CMT1 ou CMT2 e, ao
contrario de Charcot e Marie que consideravam a topografia provavel da lesdo como medular,
sugeriu que a condi¢do ocorreria por envolvimento dos nervos periféricos (MATHIS et al.,
2015; OUVRIER, 2010).

Nos anos seguintes comegam a surgir numerosos relatos de variantes do fendtipo CMT. Em
1893, Jules Dejerine e Jules Sottas descreveram a neurite hipertréfica intersticial, uma
neuropatia de inicio precoce na infancia, que posteriormente passou a ser denominada de
sindrome de Dejerine-Sottas e mais recentemente de CMT tipo 3. Ja na era molecular,
mutacdes em genes relacionados &8 CMT1 e CMT4 foram identificados nos casos com
fenotipo Dejerine-Sottas, o qual deixou de ser considerado uma entidade distinta de CMT

para ser considerado como uma forma de apresentacdo mais grave destas outras formas.

Anos apos, outra variante de NHSM associada a ataxia e tremor foi descrita por Gustave
Roussy e Gabriel Levy, posteriormente designada sindrome de Roussy-Levy; também hoje
considerada uma variante de CMT1. O primeiro relato de uma forma de CMT com heranca
ligada ao X foi realizado por Herrigan em 1889 (MATHIS et al., 2015; OUVRIER, 2010).
Curiosamente, ha documentacdo de representacdes visuais de CMT que antecedem as
descricdes de Charcot, Marie e Tooth; como um desenho realizado por Goya (Francisco José
de Goya y Lucientes) entre 1803-1824 (Figura 2) em que é possivel observar um individuo
com pernas muito finas em suas por¢des distais (amiotrofia), pes cavus e dedos em martelo.
(PEREZ-TRULLEN et al., 2012).

Os maiores avangos relacionados as NHSM no inicio do século 20 ocorreram primeiro no
campo da neuropatologia, a qual possibilitou a descri¢do da doenga desmielinizante e definiu
caracteristicas patognomonicas destas condi¢cdes e, posteriormente, pela aplicacdo de
técnicas de neurofisiologia de pesquisa na pratica clinica, as quais permitiram a separacao

entre as formas de CMT axonais das formas desmielinizantes.
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Figura 2 - Culpable miseria. Desenho n°® 22. Museu do Prado, Madrid, desenhado entre
1803 e 1824. Note a atrofia das pernas e antebragos, os pes cavus com dedos em martelo, e
acometimento simétrico. Fonte: PEREZ-TRULLEN et al., 2012

Apos este periodo, grandes avancos nas NHSM surgem com a aplicagdo clinica da genética
molecular, iniciando com estudos de ligacdo em 1982 em uma forma de CMT ligada ao
cromossomo 1 e com a identificacdo de um locus no cromossomo 17p como associado a
CMT1A em 1989. Em 1991, pesquisadores da Bélgica e dos Estados Unidos identificaram
uma duplicacdo do DNA no cromossomo 17p contendo o gene relacionado a uma proteina
da mielina, PMP22, como a causa de CMT1A. Em 1993, no Japdo, o gene MPZ é descrito
como causal para a forma de CMT descrita em 1982. (MATHIS et al., 2015; OUVRIER,
2010). Atualmente, o nimero de genes descritos como relacionados as NHSM e NHM
ultrapassa 60, nimero que foi incrivelmente acelerado ao longo da dltima década pelo
advento das técnicas de sequenciamento de nova geracdo (MATHIS et al., 2015). Apesar
desta grande heterogeneidade genética, a maioria dos tipos de CMT apresenta fen6tipo muito
semelhante entre si e semelhantes aos fendtipos classicos descritos no final do século XIX

por Charcot, Marie e Tooth.
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2.4. Aspectos Clinicos e Avaliacdo Diagnostica Inicial

A primeira etapa na definicdo do diagnostico de CMT é estabelecer se o paciente apresenta
de fato uma PNP. Esta defini¢do pode ser muito clara clinicamente naqueles individuos que
apresentam fraqueza e perda sensitiva em um padrdo comprimento dependente (regides
distais sdo mais afetadas e sintomas predominam nos membros inferiores). Os achados
usualmente iniciam nos pés e apos lentamente progridem até o nivel dos joelhos, seguido por
acometimento das méos. Mesmo que seja clinicamente evidente a presenca de neuropatia
periférica, serd necessario confirmar esta hipOtese diagndstica através de estudos
neurofisioldgicos de neuroconducéo por eletroneuromiografia (ENMG). A ENMG auxiliara
na distingdo entre CMT e NHM e também na diferenciacdo das miopatias distais, um grupo
raro de condic@es clinicamente semelhante as NHM (ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015).

Apods ter sido definida a presenca PNP, deve-se tentar estabelecer se a causa é hereditaria.
Este passo pode ser facil em familias grandes em que mdltiplos individuos sdo afetados, o
que nem sempre seré a regra. Nos quadros de CMT, mesmo que isolados, a historia revelara
uma evolucdo lenta dos sintomas ao longo de muitos anos, sendo possivel datar a idade de
inicio dos sintomas geralmente na primeira ou segunda década de vida. A ENMG pode
auxiliar na investigacdo de formas hereditarias especialmente na diferenciacdo das formas
desmielinizantes e axonais de CMT, visto que nas formas desmielinizantes ocorre uma
diminuicdo da velocidade de conducgdo nervosa, enquanto nas formas axonais o principal
achado é uma queda das amplitudes dos potencias de acao nervosos. O quadro clinico
também pode auxiliar na diferenciacéo entre formas adquiridas e hereditarias de PNP, sendo
CMT geralmente de apresentacdo simétrica e inicio insidioso; entretanto a assimetria dos
achados ndo exclui CMT; uma vez que é relatada em até 7% dos pacientes com CMT1A
(ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015). A presenca de pes cavus e dedos em martelos também
sdo vistas na maioria dos pacientes com CMT; entretanto, tais achados ndo sao especificos e

podem estar presentes em formas adquiridas e potencialmente trataveis de PNP.

2.5. Aspectos Genéticos

A heranca relacionada a CMT pode ser autossdbmica dominante, recessiva ou ligada ao X.
Mesmo em casos isolados com PNP desmielinizante, deve ser realizada pesquisa da
duplicacdo do PMP22, uma vez que mutacfes de novo neste locus séo frequentes (BIRD,
2019; ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015).
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Em 67-80% dos individuos com CMT1A a mutacao foi herdada de um progenitor afetado e
em cerca de 20-30% a mutacdo ocorreu de novo. Ndo ha dados sobre a frequéncia de
mutacdes de novo para as demais formas de CMT (BIRD, 2019). Quando a mutacdo ndo é
detectada nas amostras dos pais de um individuo afetado, o risco para 0s seus irmaos de terem
herdado o alelo mutante é baixo, mas maior do que o da populacdo em geral devido a

possibilidade de mosaicismo germinativo.

A penetrancia de CMT1 é praticamente completa, sendo considerada completa quando
avaliada por estudos neurofisiologicos. A grande variabilidade na idade de inicio e na
gravidade dos sintomas pode causar uma falsa impressdo de penetrancia reduzida. A
penetrancia de CMTX1 é completa nos homens com variantes patogénicas no GJB1 (BIRD,
2019; ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015). Os dados de penetrancia e frequéncia de

mutacdes de novo para dos demais subtipos de CMT sdo escassos.

2.6. Classificacdo Clinica, Neurofisioldgica e Genética

Na classificagdo mais utilizada atualmente, as formas de CMT desmielinizantes
autossdémicas dominantes sdo classificadas no grupo CMT1 e as autossdmicas recessivas no
grupo CMT4. As formas axonais tanto autossémicas dominantes quanto recessivas sao
classificadas como CMT2. As formas com heranca ligada ao X séo classificadas como
CMTX. A forma CMT3 era atribuida a sindrome de Dejerine-Sottas e foi abandonada, como
descrito na se¢do 2.3 (BIRD, 2019).

As diferentes formas de CMTL1 sdo clinicamente indistinguiveis e podem ser designadas
corretamente apenas apds confirmacdo do diagndstico molecular (BIRD, 2016).
Recentemente uma nova classificacdo foi proposta por autores franceses, na qual inicia-se a
denominacdo pelo padrdo de heranca, seguida pelo fenétipo e neurofisiologia e por Gltimo
pelo nome do gene causal. CMT1A nesta classificacdo passa a ser denominado AD-CMTde-
PMP22dup; CMT1E, causado por mutacGes de ponto no PMP22, como AD-CMTde-
PMP22; CMT2A2, como AD-CMTax-MFN2 (MATHIS et al., 2015). Apesar de parecer
mais complexa e colocar um nome mais longo para a condigéo, esta classificagdo explicita
claramente as caracteristicas principais da neuropatia. No presente projeto ainda manteremos

a classificagdo classica, citada no primeiro paragrafo desta secao.
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2.7. Aspectos epidemiologicos

CMT é a causa mais comum de neuropatia hereditaria, com uma prevaléncia estimada em
1:3.300 nascidos vivos (BIRD, 2019). Aproximadamente 20% dos individuos que consultam
em clinicas especializadas em doencas neuromusculares com PNP crénica nao classificada,
tem CMT1A. Entretanto a prevaléncia dos subtipos genéticos especificos varia de acordo
com a populagédo. No Japéo, apenas cerca de 20% dos casos de CMT séo devidos a CMT1A,
havendo um maior nimero de casos em que nao se identifica o diagndstico especifico (ABE
et al., 2011); enquanto a frequéncia de CMT1A entre os casos com fenotipo CMTL1 é de 51%
na Alemanha (GESS et al., 2013) e em estudo colaborativo europeu (envolvendo 12
diferentes paises) foi de 70% (variando de 30% na Grécia e em Barcelona até >80% dos casos
na Finlandia, Suécia, Reino Unido e Franca) (VAN BROECKHOVEN, 1996). CMTX1
representa pelo menos 10-20% dos casos de CMT (BIRD, 2016-2), chegando a 44% em
estudo que avaliou familias com CMT e velocidades de conducdo motora do nervo
mediano/ulnar entre 30-40m/s. (DUBOURG et al., 2001).

Poucos estudos avaliaram aspectos epidemioldgicos de CMT no Brasil. Nesses estudos CMT
foi a causa de 15,5% (JUNIOR; BARREIRA, 1987) e 8% (FREITAS; NASCIMENTO;
FREITAS, 1995) dos casos de PNP de causa conhecida acompanhada em 2 hospitais
universitarios do Brasil. Em estudo realizado em Ribeirdo Preto, 53 familias com suspeita de
CMT1 foram identificadas entre 1998 e 2000, sendo a duplicacdo do PMP22 presente em 42
casos (79%) (JUNIOR et al., 2005). Nesse estudo, 84% das familias relatavam ser
caucasoides. Em 32/42 (76%) casos a heranca era claramente autossébmica dominante, em
9/42 (21%) a apresentacdo foi esporadica e em 1 individuo a histéria familiar era
desconhecida (JUNIOR et al., 2005). N4o ha dados epidemioldgicos sobre as demais formas
de CMT no Brasil.

2.8. Definicao da PNP hereditaria de acordo com o fenotipo

Apbs o diagndstico clinico inicial de CMT e doencas relacionadas, 0 proximo passo €
classificar o fenétipo clinico para direcionar a analise molecular especifica e confirmatdria.

Conforme Rossor et al, 3 perguntas sdo fundamentais nesta classificagéo:
1) Qual o mais provavel modo de heranga?

2) A PNP é axonal ou desmielinizante?
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3) A PNP é predominantemente sensitiva (NHSA), motora (NHM) ou mista (CMT)?

Apos a definicdo do modo de heranga mais provavel, que muitas vezes nao é possivel de ser
estabelecido, o préximo passo serd definir se o predominio da neuropatia ¢ axonal ou
desmielinizante pela ENMG. Velocidade de condugdo motora do nervo mediano/ulnar menor
do que 38m/s classifica a PNP como desmielinizante e velocidades maiores do que este
limiar, como axonal. Esta forma de classificacdo € de grande importancia ao considerarmos
que todos os pacientes com a forma mais frequente de CMT, a CMT1A, apresentam
velocidade de conducéo do nervo mediano/ulnar menor do que 38m/s. Ha ainda uma terceira
categoria, 0 chamado CMT intermediario em que as velocidades de conducéo variam entre
25-45m/s. ApoGs esta etapa é fundamental determinar o grau de envolvimento motor e
sensitivo. Comumente 0s pacientes com CMT apresentam envolvimento sensitivo
significativo na NCS, mas sinais e sintomas clinicos sensitivos minimos no exame fisico.
Esta diferenciacdo é fundamental entre as formas de CMT axonais e as NHM e NHSA
(ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015).

2.9. Diagnostico Molecular Especifico

Apbs definicdo ou forte suspeita de PNP hereditaria o proximo passo € tentar estabelecer o
diagndstico molecular especifico. Este processo pode parecer muito complexo uma vez que
ha mais de 60 genes relacionados a formas de PNP hereditarias, entretanto na maioria das
populacdes (VAN BROECKHOVEN, 1996) a maior parte dos casos de CMT apresentam
mutagdes em 5 genes ou regides: duplicacdo ou mutacdo de ponto no PMP22, GJB1, MPZ e
MFN2 (60% no Reino Unido). Sendo que destes, a duplicacdo do PMP22 é destacadamente
a alteracdo genética mais frequente, sendo responsavel por até 90% dos casos de CMT1
(ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015; SAPORTA et al., 2012).

2.10. Fenotipos especificos e testes moleculares relacionados
2.10.1 Formas Desmielinizantes
2.10.1.1CMT1e CMT4

A CMT1A é a forma mais frequente de CMT. Os sintomas sdo semelhantes as demais formas,
sendo o prototipo do quadro clinico de CMT descritos nas se¢fes acima. O curso da CMT1A

é lentamente progressivo e usualmente n&o leva a diminuigéo da expectativa de vida. Muitos
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dos pacientes permanecem com capacidade autdbnoma para deambular, mas usualmente
necessitam de Orteses para auxiliar na marcha. Menos de 5% ficardo dependentes de cadeira
de rodas (ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015).

A CMT1A é causada por duplicacdo de aproximadamente 1.5 milhGes de pares de bases no
cromossomo 17p11.11-p12 contendo o gene da proteina periférica da mielina 22 (PMP22).
Mutacdes de ponto no PMP22 também podem causar CMT, sendo esta forma usualmente
designada de CMTL1E (BIRD, 2019), apesar de alguns autores a consideram uma variante de
CMT1A (ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015), mutac6es de novo no gene PMP22 ocorrem
em cerca de 6,5% dos pacientes com CMT1A (NICOLAOU; CHRISTODOULOQOU, 2013).
A proteina periférica da mielina 22 é uma glicoproteina hidrofébica de 22 kDa, que é
expressa principalmente nas células de Schwann e desempenha um papel importante na
mielinizacdo, e na proliferacdo e diferenciacdo destas células (BIRD, 1993; NICOLAOQU;
CHRISTODOULOQU, 2013). A superexpressao do gene PMP22 diminui a proliferacdo de
células de Schwann e pode afetar a degradacdo intracelular dos componentes da membrana
(NICOLAQOU; CHRISTODOULOU, 2013). O inicio dos sintomas clinicos ocorre na
primeira década de vida, geralmente na infancia, caracterizada por um fenotipo tipico de
CMT com lenta progressdo dos sintomas. No entanto, a gravidade da doenca é variavel,
mesmo em individuos da mesma familia. Em muitos casos, ha também hipertrofia nervosa
(25%) e em outros ha perda auditiva (5%). As velocidades de conducdo na ENMG serdo
reduzidas (<38m/s) nos estagios iniciais da doenca (NICOLAOU; CHRISTODOULOU,
2013).

A CMT1B é segunda causa mais frequente de CMT1, sendo responsavel por cerca de 5-10%
dos casos em outras populagées. A CMT1B é causada por mutagdes de ponto na proteina
mielina zero (MPZ ou P0), localizado no cromossomo 1922-023 e representa cerca de 5%
dos casos de CMT1 (NICOLAOU; CHRISTODOULQU, 2013) e também apresenta quadro
clinico semelhante ao da CMT1A, podendo estar presentes adicionalmente anormalidades
pupilares e surdez neurossensorial (BIRD, 2019). A proteina MPZ é uma glicoproteina de 28
kDa localizada nas células de Schwann. Essa proteina é necessaria para a estrutura e funcéo
normais da mielina e é encontrada em abundancia na mielina dos tecidos nervosos periféricos
e estd completamente ausente da mielina do sistema nervoso central. CMT1B é caracterizado
por um inicio precoce (geralmente na primeira década) e a maioria das mutagdes no MPZ
causa um fendtipo classico de CMT1; no entanto, algumas mutac¢des causam a forma mais

grave da sindrome chamada de Dejerine-Sottas (DS-CMT3B) ou a Neuropatia com
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Hipomielinizagcdo Congénita (CHN) (NICOLAOU; CHRISTODOULOU, 2013). Pacientes
com inicio precoce desta condi¢do apresentam em geral velocidades de conducgéo reduzidas
na ENMG, ja pacientes com inicio tardio podem apresentar velocidades normais ou

levemente reduzidas nos estudos neurofisiologicos.

As demais formas de CMT1 sdo ultrarraras, sendo que descreveremos algumas delas
brevemente abaixo. CMTI1C é causado por mutagdes nos lipopolissacarideos de fator de
necrose tumoral induzida por carboneto (LITAF), gene localizado no cromossomo 16p13.1-
pl12.3 que desempenha papel importante na degradacdo de proteinas (NICOLAQU;
CHRISTODOULOQU, 2013); CMT1D ¢ causada por mutacdes no gene do elemento 2 de
resposta ao crescimento precoce (EGR2), localizado no cromossomo 10g21.3; CMT1E é
causado por mutacgdes de ponto no gene PMP22, causando sintomas mais graves do que em
pacientes com CMT1A. Mutagdes de ponto no PMP22 também podem causar outros
fenotipos como HNPP, DSS (CMT3A) ou CHN; CMT1F é causado por mutacfes no gene
do neurofilamento de cadeia leve (NEFL) localizado no cromossomo 8921, as mutagcdes no
gene NEFL também causam CMT2E e CMT4C2; CMT1G foi recentemente descrito e €
causado por mutac6es no gene da fibulina-5 (FBLN5) no cromossomo 14932 (NICOLAOU;
CHRISTODOULOU, 2013).

CMT4 é uma forma de PNP hereditaria desmielinizante com heranca autossémica recessiva.
CMTA4A é causado por mutacOes no gene GDAP1, caracterizado por idade de inicio precoce,
grave envolvimento motor, escoliose progressiva e marcada reducdo das velocidades de
conducdo na ENMG. Além do CMT4A, héa outras formas descritas, tais como o CMT4B1
(relacionado ao gene MTMR2), o CMT4B2 (gene SBF2 ou MTMR13), o CMT4C (gene
SH3TC2),0 CMT4D (gene NDRG1), 0 CMTA4F (gene PRX), 0 CMT4G ou CMT-Russe (gene
HK1), o CMT4H (gene FYVE e FGD4) e por ultimo o CMT4J que € causado por alteracbes
no gene FIG4 (NICOLAOU; CHRISTODOULOU, 2013).

2.10.1.2 CMTX

A CMTX, de heranca ligada ao X, é a segunda causa mais frequente de CMT e é caracterizada
por neuropatia sensitiva-motora moderada a grave nos homens afetados (usualmente de
inicio entre 0s 5-25 anos) e sintomas leves a quadros assintomaticos nas mulheres portadoras.

A CMTX1 é causada por mutagdes no gene GJB1 localizado no cromossomo Xq13.1 que
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codifica a proteina conexina-32, sendo responsavel por cerca de 90% dos casos de CMT com

heranca ligada ao X.

Surdez neurossensorial e sinais de envolvimento do sistema nervoso central (como sinal de
Babinski e ataxia cerebelar leve) também podem estar presentes na CMTX1. Os achados
neurofisioldgicos podem variar de reducdo moderada na velocidade de condugdo motora do

nervo mediano/ulnar (entre 23-40m/s) até valores normais de neuroconducao.

Os demais casos de CMTX sdo relacionados a mutagdes mais raras nos locus CMTX2,
CMTX3, CMTX4, CMTX5 e CMTX6 (BIRD, 1993, 2019).

2.10.1.3 Neuropatia Hereditaria com Suscetibilidade & Paralisia por Pressao (HNPP)

Delecdes de 1.5 milhdes de pares de bases na mesma regido no cromossomo 17p duplicada
no CMT1A causam a HNPP. Pacientes com HNPP apresentam episddios recorrentes e graves
de paralisia indolor causada por compressdo apos minimas lesdes (lesdo do nervo mediano a
nivel do tanel do carpo ou do nervo fibular comum levando a pé caido). O inicio dos sintomas
geralmente ocorre na segunda ou terceira décadas de vida. A recuperagdo da mononeuropatia
é frequentemente completa e quando a recuperacao ndo é completa a incapacidade resultante
é geralmente leve. Em cerca de 80% dos casos é encontrado dele¢cdo no PMP22 e nos 20%

restantes, variantes patogénicas de pequena escala no gene PMP22 (BIRD, 2014).

O padrdo de HNPP usualmente é bem claro nos estudos neurofisiol6gicos, que mostram uma
PNP de fundo caracterizada por reducdo dos potenciais de acdo sensitivos e reducdes
limitrofes na velocidade de conducdo de nervos sensitivos e motores e bloqueio de conducao
em locais de compressdo. O manejo da HNPP envolveréd evitar situacdes que possam
predispor a compressdes nervosas. Tais medidas incluem evitar consumo abusivo de alcool
e posicionamento meticuloso durante atos cirdrgicos. A penetrancia da HNPP é
desconhecida, sendo que muitos individuos com mutacdes patogénicas apresentam poucos
ou nenhum sintoma (ROSSOR, EVANS & REILLY, 2015). A prevaléncia da HNPP é
desconhecida sendo estimada em 2-5 casos para cada 100.000 habitantes, mas possivelmente

seja maior devido a sub diagnostico.

Cabe ressaltar que analise molecular para HNPP nédo esté indicada em episodio isolado de
mononeuropatia compressiva. A indicacdo de avaliagdo molecular seria a presenca de mais

de 1 episddio de neuropatia compressiva ou 1 episodio de neuropatia por compressao
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associada a PNP de causa desconhecida ou 1 episodio de neuropatia por compressao e
historia familiar de PNP ou HNPP (BIRD, 2014).

2.10.2 Forma Axonal
2.10.2.1 CMT2

A doenca de Charcot-Marie-Tooth tipo 2 ¢ uma forma de polineuropatia sensitivo motora
hereditaria axonal, sendo responsavel por cerca de 20% dos pacientes classificados como
CMT. CMT2 tem quadro clinico semelhante ao CMT1, porém com inicio usualmente mais
tardio, apresentando velocidades de condugcdo na ENMG normais ou ligeiramente reduzidas.
A forma de heranca mais frequente é autossdmica dominante, embora formas autossémicas

recessivas tenham sido descritas.

CMT2A é a forma mais comum de CMT?2 e é causada por mutagdes no gene da mitofusina
2 (MFN2), localizada no cromossomo 1g36.22. A mitofusina é uma proteina GTPase
semelhante a dinamina, que desempenha um papel importante na fusdo das mitocéndrias,
quando a proteina é modificada como resultado de mutacdes ocorre uma transferéncia
insuficiente de proteinas entre as mitocondrias e os axdnios dos nervos periféricos
(NICOLAOU; CHRISTODOULOU, 2013). A maioria dos pacientes (80%) apresentam
sintomas precoces (<10 anos) com um fendtipo grave e geralmente tornam-se dependentes
de cadeira de rodas préximo dos 20 anos de idade. Os 20% restantes apresentam sintomas
tardios (10 a 50 anos) e um fendtipo mais leve, alem disso atrofia Optica, anomalias da
substancia branca cerebral e diabetes mellitus ja foram descritas. A velocidade de conducéo
dos nervos mediano/ulnar é normal com amplitudes dos potenciais de acdo levemente
reduzidas ou ausentes (CHOI et al., 2007).

CMT2B é causado por mutacdes no gene RAS; CMT2C é causado por alteracdes no gene
TRPV4; CMT2D (gene GARS); CMT2E (gene NEFL); CMT2F (gene HSPB1); CMT2G
(mapeia o0 cromossomo 12q12-13.3, sem gene conhecido); CMT2H e CMT2K (gene
GDAP1); CMT2l e CMT2J (gene MPZ), CMT2L (gene HSPB8); CMT2M (gene DNM2),
CMT2N (gene AARS); CMT20 (gene DYNC1H1); CMT2P e CMT2Q (gene LRSAML1 e
DHTKD1); CMT2U de inicio tardio (>50 anos), causado por muta¢es no gene da metionil-
tRN sintetase (gene MARS) foi recentemente identificado e descrito como um subtipo de
fenotipo mais leve (NICOLAOU; CHRISTODOULOQOU, 2013).
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2.11 Analise molecular para CMT

Ha alguns anos a analise molecular para CMT e muitas outras condi¢Oes neurogenéticas era
realizada por teste sequencial de genes individuais utilizando técnica que fosse adequada para
avaliacdo da variante patogénica mais frequente. Neste cenario o gene candidato mais
promissor era avaliado inicialmente e caso negativo seguia-se para o segundo gene candidato
mais promissor e assim por diante. Esta estratégia parece ser tempo e custo efetiva para
CMT1A, mas parece nao ser resolutiva além de ter alto custo para as formas axonais de CMT,
em que cerca de 75% dos casos ficavam sem diagnoéstico molecular estabelecido(MURPHY
etal., 2013; ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015).

Como a causa mais frequente de CMT, a CMT1A, deve-se a duplicacbes de regides
gendémicas do cromossomo 17p, a técnica de MLPA (Multiplex Ligation dependent Probe
Amplification), uma analise semi-quantitativa que tem como base a PCR multiplex e utiliza
mais de 40 sondas especificas para as diferentes sequéncias de DNA de interesse, permite a
avaliacdo do numero de copias relativas destas sequéncias e é a técnica de escolha para o
diagndstico de CMT1A (SCHOUTEN et al., 2002).

Em recente estudo realizado nos EUA, cerca de 17.000 amostras de pacientes com suspeita
de CMT foram analisadas independente de historia familiar ou fenotipo especifico. Em 18%
dos casos o diagnostico especifico foi obtido, sendo 95% relacionados a 4 genes (PMP22,
GJB1, MPZ, MFN2) (DIVINCENZO et al., 2014). Apesar de alguns especialistas solicitarem
analise para duplicacdo do PMP22 para pacientes com sinais clinicos de CMT como primeira
investigacdo, como esta causa € responsavel por menos de 40% do total dos casos de CMT,
ainda é sugerido realizar ENMG primeiro e apenas caso haja padrao desmielinizante proceder
com esta anélise como passo a seguir. Caso o MLPA ndo demonstre a duplicagdo no PMP22
pode seguir-se com sequenciamento Sanger dos genes GJB1, MPZ e PMP22 ou pode ser
realizado sequenciamento de nova geracao de painel de genes contemplando os principais ou
todos os genes descritos como associados a CMT1 e CMT4 ou CMT ou mesmo
sequenciamento completo do exoma ou do genoma (ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015).
Nos casos em que a ENMG mostrar um padr@o axonal pode ser realizado o sequenciamento
Sanger do GJB1 e MFN2 (19 éxons) ou poder ser realizado diretamente sequenciamento de
nova geracdo de painel de genes contemplando os principais ou todos os genes descritos
como associados a CMT2 ou CMT ou mesmo sequenciamento completo do exoma ou do
genoma (ROSSOR; EVANS; REILLY, 2015).
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O diagnostico molecular preciso ira encerrar a investigacdo do paciente, ndo havendo a
necessidade de exames complementares adicionais, muitas vezes de alto custo e invasivos.
Além disto, ir& possibilitar aconselhamento genético apropriado e com isso 0 aumento de
possibilidade de opcdes reprodutivas adequadas para o casal; além de possibilitar a

participacdo em futuros ensaios clinicos para estas condi¢oes.

Abaixo descreveremos um pouco mais detalhadamente as principais técnicas moleculares

envolvidas no diagnostico genético de CMT.

2.11.1 MLPA

Mais de 300 conjuntos de sondas especificas para um grande nimero de distdrbios gendmicos
raros e comuns estdo disponiveis comercialmente pela empresa MRC Holland (STUPPIA et
al., 2012). Cada sonda de MLPA consiste em duas sondas de oligonucleotideos individuais
(sondas de oligonucleotideos 5’ € 3”), em que cada uma possui uma sequéncia especifica ao
DNA alvo (sequéncia de hibridizagdo) e uma sequéncia primer universal. Da mesma forma,
uma ou ambas as sondas de oligonucleotideos contém uma sequéncia stuffer, a qual é
responsavel durante a eletroforese pela diferenca de tamanho entre as sondas e como

consequéncia pelo tamanho do produto de amplificacdo (STUPPIA et al., 2012).

Resumidamente, a reagdo de MLPA pode ser dividida em cinco etapas principais:
desnaturacdo do DNA,; hibridizacdo das sondas MLPA,; reacéo de ligacdo; reacdo de PCR;
separacdo dos produtos de amplificacdo por eletroforese capilar e analise dos resultados
(Figura 3).

2.11.2 Sequenciamento Sanger

Uma das abordagens diagnoésticas para pacientes sem alteracdes detectados por MLPA do
PMP22 sera sequenciar as regides codificantes dos genes de interesse por método de Sanger.
Os éxons que compdem o0 gene de interesse sao amplificados pelo método de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). A PCR é um método in vitro que permite a sintese enzimatica
de sequéncias especificas de DNA usando dois iniciadores oligonucleotidicos que hibridizam
com fitas opostas e flanqueiam a regido de interesse do DNA a ser analisado. Uma série
repetida de ciclos evolvendo desnaturagcdo do DNA, anelamento (hibridiza¢do) com o primer

(iniciador) e extensao destes primers hibridizados pela polimerase de DNA, resulta no
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Figura 3 - Principais etapas envolvidas numa reagdo de MLPA. Durante a primeira etapa,
0 DNA ¢ desnaturado e incubado com uma mistura de sondas de MLPA. Cada sonda de
MLPA consiste em dois oligonucleotideos individuais, em que cada um possui uma das
sequéncias de primer para a PCR. Estas duas sondas de oligonucleotideos hibridizam nas
sequéncias alvo adjacentes (1) e, por conseguinte sdo ligadas durante a reacao de ligacéo (2).
Apos a ligacdo ocorre a PCR, no qual apenas as sondas ligadas irdo ser amplificadas
exponencialmente com um par de primers universal (3). Numa Gltima etapa os produtos de
amplificacdo sdo separados usando a eletroforese capilar (4) (adaptado de
http://www.mlpa.com).
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acumulo exponencial de um fragmento especifico cujas extremidades sdo definidas pelas
extremidades 5” dos primers (BERGAMIN et al., 2014). Apds a amplificacdo, todos os éxons
do gene alvo séo sequenciados por primers internos especificos (Figura 4).

A Primer
bbbtttk ke Eletroforese em gel
DNA molde iacri i
e i de poliacrilamida
ddTTP -9
daCTP -9
ddATP -9 A
SAGTP @ 4 T
© 6
] c
Extensdo do primer e & T
terminagdo de cadeia = L
@ c
R e o e
3 G
- c
5 PP 5 g A
= A
E o o o o o o i £ 2 (]
@
L e e o K P/ :
] T
5 P T Trrre 3 - ‘g c
—_— A
o o e o o e e o B & S