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RESUMO

Silva, AE. Avaliacdo de mutacdes nos genes PMP22, GJB1, MPZ e LITAF em
pacientes com diagnostico de polineuropatia inflamatoéria desmielinizante cronica.
2019. 134 péags. Tese (Doutorado). Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo.

Introducdo: Polineuropatias sdo doengas do sistema nervoso periférico com etiologias
variadas. Entre as causas estdo as etiologias inflamatdria e hereditaria, com prevaléncia
de 0,67-7,7/100000 e 7,9-82,3/100000 para polineuropatia inflamatéria desmielinizante
crénica (PIDC) e Doenca de Charcot-Marie-Tooth (CMT), respectivamente. Existem
poucas evidéncias de sobreposicdo entre estas duas doencas e também algumas
dificuldades diagnosticas. Objetivos: Estudar a frequéncia de mutagdes nos genes
PMP22, GJB1l, MPZ e LITAF em pacientes com diagnéstico de polineuropatia
inflamatoria desmielinizante cronica, os sinais e sintomas sugestivos da sobreposicao e
os fatores implicados em erro de classificacdo da neuropatia. Métodos: 119 pacientes
com diagnostico de PIDC foram estudados. DNA foi isolado a partir de leucdcitos de
sangue periférico segundo protocolo padréo. Mutacgdes nos genes PMP22, GJB1, MPZ e
LITAF foram avaliadas através de marcadores microssatélites (para pesquisa de
duplicacdo/delecdo do gene PMP22) e sequencimento direto. Achados clinicos e
laboratoriais também foram estudados e comparados entre os grupos. Resultados:
Dentre os 119 pacientes estudados, muta¢des foram encontradas em sete (5,9%), sendo
dois pacientes com duplicagdo do gene PMP22, dois com mutacdes no gene MPZ (P0) e
trés com mutacbes no gene GJB1 (Cx32). Concomitancia entre PIDC e CMT foi
verificada em quatro pacientes e em trés pacientes, o diagnostico foi mudado para
CMT1 apenas por ndo apresentarem melhora clinica e/ou eletroneuromiogréfica
sustentada com o uso de tratamento imunomodulador e/ou imunossupressor. Os outros
112 pacientes ndo apresentaram mutacGes nestes genes e, portanto, tinham PIDC
apenas. ldade média dos pacientes com mutacdes foi de 31,13+21,23 anos e de
45,16+18,70 anos para pacientes sem mutacGes. Auséncia de histéria familiar,
progressao rapida dos sintomas, presenca de fraqueza proximal e achados atipicos na
eletroneuromiografia podem ter contribuido para a confusdo diagnostica nos casos de
CMT. Conclusdes: Alguns pacientes podem desenvolver neuropatia inflamatéria em
associacdo com CMT e se beneficiam do tratamento. A neuropatia hereditaria poderia
predispor a neuropatia inflamatéria em alguns casos, além de apresentar participacao
transitdria de atividade inflamatoria em algum momento de sua evolugdo em outros
pacientes. Cautela deve ser dispensada aqueles pacientes com suspeita diagnéstica de
PIDC que ndo tém os achados classicos ou ndo melhoram com o tratamento, uma vez
que podem apresentar outras etiologias para a neuropatia, dentre elas uma neuropatia
hereditaria, como a CMT.

Palavras-chave: polineuropatia inflamatéria desmielinizante crdnica, polineuropatia
hereditaria, doenca de Charcot-Marie-Tooth, PMP22, GJB1, MPZ, LITAF, mutacéo.



ABSTRACT

Silva, AE. Mutational evaluation of PMP22, GJB1, MPZ and LITAF genes in
patients with chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy diagnosis. 2019.
134 pages. Tese (Doutorado). Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de Séo Paulo

Introduction: Polyneuropathies are peripheral nervous system disorders with a wide
range of etiologies. Among them, inflammatory and hereditary are frequent with
prevalence of 0.67-7.7/100000 and 7.9-82.3/100000, for chronic inflammatory
demyelinating polyneuropathy (CIDP) and Charcot-Marie-Tooth disease (CMT),
respectively. There are a few evidences of ovelapping between these two conditions and
also some diagnostic difficulties. Objectives: To study the frequency of mutations in
PMP22, GJB1, MPZ and LITAF genes in a cohort of patients diagnosed as CIDP, the
signs and symptoms related to this ovelapping and factors implicated in misdiagnose.
Methods: 119 patients with CIDP diagnosis were studied. DNA was isolated from
peripheral blood leucocytes. Mutations in PMP22, GJB1, MPZ and LITAF genes were
analysed by polymorphic DNA markers (for PMP22 gene duplications and delections)
and direct sequencing. Clinical and laboratory findings were also studied and compared
within groups. Results: Among 119 patients studied, seven (5.9%) were found to harbor
mutations, two PMP22 gene duplications, two patients with MPZ (P0) mutations and
three with GJB1 (Cx32) mutations. We therefore diagnosed CIDP plus CMT in four
patients and in three diagnosis was changed to “pure” CMT, once they did not improve
with the use of immunomodulatory and/or immunosupressive treatment. The other 112
patients did not show mutations in the screened genes, so they had CIDP. Mean age of
patients with mutations were 31.13+21.23 years and 45.16+18.70 years for patients
without mutations. The lack of family history, presence of proximal weakness,
accelerated symptons progression, as well as atypical findings in electrodiagnostic
studies may have contributed to misdiagnose in the pure CMT cases. Conclusions:
Some patients may develop CIDP in association with CMT and have benefit from
treatment. The hereditary neuropathy could predispose to the inflammatory neuropathy
in a few cases and inflammatory mechanisms could take place in CMT pathogenesis in
other patients, at some point of their disease evolution. Caution should be dispensed to
those patients with a suspected diagnose of CIDP who do not have the classical disease
findings or do not improve with treatment, as they can have alternative etiologies for the
neuropathy, among them a hereditary neuropathy as CMT disease.

Keywords: chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy, hereditary
polyneuropathy, Charcot-Marie-Tooth disease, PMP22, GJB1, MPZ, LITAF, mutation.
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1 INTRODUCAO

As neuropatias periféricas sdo afeccdes heterogéneas em etiologia, diversas em
patologia e variadas em intensidade, ocorrendo como componente de varias doencas
comuns ou raras, segundo Martyn e Hughes (1997).

De acordo com Dyck (1967), uma definicdo ampla de neuropatia periférica deve
incluir todas as desordens que afetam o0s nervos periféricos. Dessa forma, o sitio de
envolvimento pode ser o neurdnio como um todo (neuronite ou neuronopatia), as raizes
(radiculopatia) ou o nervo distal (neuropatia periférica). Em algumas doengas o nervo
periférico é a Unica estrutura afetada, enquanto em outras situacfes tecidos ndo neurais
também séo acometidos (SIMPSON, 1971).

As neuropatias podem representar um desafio diagnostico e terapéutico aos
médicos, de forma que uma abordagem clinica logica é necesséria para avaliacdo e
tratamento (ENGLAND et al., 2009; SOMMER et al., 2018). Elas acometem 2,4% da
populacdo em Bombay, na india (BHARUCHA; BHARUCHA; BHARUCHA, 1991)
alcancando até 8,0% da populacdo geral em outros paises, principalmente em maiores
de 55 anos, excluindo-se as causas traumaticas (ENGLAND; ASBURY, 2004). A
prevaléncia pode chegar a nimeros tdo altos quanto 69% em grupos especificos como,
por exemplo, pacientes diabéticos (IBARRA-RAMIREZ et al., 2012).

Algumas condic¢des podem funcionar como fatores de risco e/ou causais para as
neuropatias (THOMAS, 1970). Dentre elas, destacam-se as metabdlicas (diabetes
mellitus), nutricionais (deficiéncia de vitaminas do complexo B), téxicas (uso de alguns
quimioterapicos e anti-retrovirais), compressivas (por exemplo, na sindrome do tdnel do
carpo) e traumaticas, inflamatorias/autoimunes e vasculares (ENGLAND; ASBURY,
2004).

Simpson (1971) considerava que menos de 50% das neuropatias avaliadas nos
anos setenta do século XX alcancavam um diagndstico etiolégico primario. Essa
situacdo tem sido modificada ao longo dos anos com o desenvolvimento de novas
técnicas diagndsticas, como a pesquisa de anticorpos e os exames de biologia molecular
(HARDING, 1993; PASNOOR et al., 2013), de maneira que os ultimos permitem um
diagnostico mais preciso das neuropatias hereditarias, dentre as quais se encontram a
doenca de Charcot-Marie-Tooth (CMT), a neuropatia hereditaria susceptivel a

compressdo (HNPP), a neuropatia hereditaria sensitivo-autonémica e a neuropatia
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motora hereditaria. Atualmente, porém, ndo existem recomendacdes em relacdo aos
testes genéticos quando a histéria familiar ndo é clara, ou é desconhecida, e o paciente
apresenta um fenotipo ndo caracteristico para uma neuropatia hereditaria (ENGLAND
et al., 2009). Este fato assume grande importancia, pois uma proporc¢éo tdo alta quanto
um em cada cinco (na populacao brasileira) a até 56,7% pacientes (em uma populagéo
japonesa) com CMT pode ter origem esporadica (MARQUES et al., 2005;
YOSHIMURA et al.,, 2018). Estes pacientes com doenca esporddica tendem a
apresentar as mesmas frequéncias de distribuicdo de genes causais relacionados que 0s
pacientes nos quais se documenta uma clara historia familiar (WISE et al., 1993;
ENGLAND et al., 2009).

Na Noruega, segundo Mygland e Monstand (2001), a prevaléncia de
polineuropatias foi de 123/100000 habitantes. Dentre as principais causas destacam-se:
neuropatia diabética (19%), neuropatias hereditarias (12%), neuropatias pelo alcool
(10%) e PIDC (8%). Em 26% das neuropatias ndo se chegou a um diagnostico
etioldgico.

A avaliacdo de 225 pacientes com neuropatia periférica em um estudo de base
hospitalar realizado na India oriental encontrou a seguinte distribuicdo etiol6gica:
Sindrome de Guillain-Barré (24,8%), neuropatia diabética (11,1%), neuropatia
hereditéria sensitivo-motora (7,55%), neuropatia inflamatdria desmielinizante cronica
(7,55%), hanseniase (4,8%), deficiéncia nutricional/etilica (3,55%), compressao
(3,55%). Em 17,3% dos casos uma etiologia ndo pode ser definida (TRIVEDI et al.,
2017).

No Brasil, sdo escassos os dados epidemioldgicos populacionais em relacdo a
frequéncia e distribuicdo das neuropatias periféricas. Sdo encontrados, de modo geral,
apenas dados de base hospitalar, o que proporciona a analise de populacdes muito
selecionadas (FREITAS et al., 1990; MARQUES et al., 1992). Diferencas entre a
distribuicéo etiologica em paises desenvolvidos (América do Norte) e subdesenvolvidos
(Ameérica do Sul) foram demonstradas por Pasnoor et al. (2013). Neste estudo, 0s
autores  verificaram a  predominancia de  neuropatias de  etiologia
hereditaria/degenerativa nos dois centros estudados na América do Norte, ao passo que
no centro do estudo na América do Sul predominaram as etiologias diabética,
infecciosa/inflamatoria e sistémica/metabolica/toxica. As neuropatias imunomediadas e
criptogénicas apresentaram proporgdes parecidas. Na América do Norte, 50% (107

pacientes) dos acometidos com neuropatias inflamatdrias tinham PIDC e na América do
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Sul, 61% (116 pacientes). No grupo das neuropatias hereditarias/degenerativas, 84%
(246 pacientes) e 58% (60 pacientes) tinham a Doenca de Charcot-Marie-Tooth (CMT)
nestas regides, respectivamente. Essas diferencas podem ser decorrentes dos padrdes de
referenciamento a especialistas, exposi¢cdo desigual a doencas infecciosas e desordens
hereditarias particulares em cada hemisfério.

As neuropatias periféricas devem ser suspeitadas em pacientes com sintomas
sensitivos (por exemplo, dorméncias e/ou formigamentos), sintomas autonémicos (por
exemplo: saciedade precoce, impoténcia, hipotensdo ortostatica, anormalidades na
sudorese), dor neuropatica (caracterizada como sensacdo em “queimacgdo”, em
“fincada”, em “agulhada” ou em ‘“choque”), sintomas motores (fraqueza) e amiotrofias
que podem se apresentar no mesmo individuo em combinagdes variadas (ENGLAND;
ASBURY, 2004).

O sistema nervoso periférico engloba componentes autondmicos e somaticos,
que por sua vez incluem nervos aferentes (sensitivos) e eferentes (motores). Embora a
quantidade de fibras autonémicas seja superior ao nimero de fibras somaticas, sinais e
sintomas de disfuncdo autondmica sdo menos frequentes que aqueles que representam
disfuncdo dos nervos somaticos, sendo que as alteracdes sensitivas costumam ser
percebidas mais precocemente que as motoras (BROMBERG, 2010). Costumam-se
denominar sintomas sensitivos positivos aqueles que sdo referidos pelos pacientes como
formigamentos, calor, agulhadas e choques, ao passo que os sintomas de perda de
sensibilidade superficial e profunda sdo designados como sintomas sensitivos negativos.
Os primeiros sdo mais ligados a etiologia inflamatdria das neuropatias, ao passo que 0s
ultimos se correlacionam com as neuropatias hereditarias (FELIX; OLIVEIRA, 2010).

As neuropatias periféricas podem ser classificadas de diversas maneiras,
levando-se em conta a evolucdo temporal, a distribuicdo topografica, o tipo de
sintoma/envolvimento funcional, a alteragdo histologica de base e a etiologia (DYCK,
1967; ENGLAND; ASBURY, 2004).

Em relacdo ao tempo de evolugdo dos sintomas, as neuropatias periféricas
podem ser classificadas em agudas, subagudas e crbénicas. As neuropatias inflamatorias
geralmente assumem um carater agudo ou subagudo, ao passo que as neuropatias
hereditarias geralmente t&ém evolugéo cronica.

De acordo com a distribuicdo topografica das alteragdes, as neuropatias
periféricas podem ser divididas em mononeuropatias, mononeuropatias multiplas e

polineuropatias (FELIX; OLIVEIRA, 2010). Nas mononeuropatias tem-se o0
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acometimento isolado e ndo simultdneo de um nervo. Nas mononeuropatias multiplas e
polineuropatias ha o acometimento simultaneo de mais de um nervo, sendo este
assimétrico no primeiro caso e simétrico no caso das polineuropatias. Nas
polirradiculoneuropatias ha o acometimento das raizes, além dos nervos periféricos,
levando a sintomas difusos, simétricos, com distribuicdo tanto proximal quanto distal.
Nas polineuropatias e polirradiculoneuropatias geralmente se encontram sinais
sensitivos e motores, ao passo que nas mononeuropatias € mononeuropatias maltiplas
h& uma tendéncia a predominancia de sintomas motores (BROMBERG, 2010), embora
existam excecbes, como no caso da hanseniase. Tanto as neuropatias hereditarias quanto
as imunomediadas geralmente assumem o fenotipo de polineuropatias, embora em
algumas situaces especificas possam ter apresentacdo assimétrica.

As neuropatias periféricas podem ser ainda classificadas de acordo com a
distribuicdo dos sintomas clinicos (dependente do comprimento das fibras, néo-
dependente do comprimento da fibra e multifocal) ou com a modalidade clinica afetada
(motora, sensitiva, autondémica ou combinadas).

Nas neuropatias comprimento-dependentes, a combinacao de histdria (incluindo
historia familiar), exame fisico, testes auxiliares e avaliacdo Ssanguinea permitem o
diagnostico etiologico em 78 a 84% dos casos (ENGLAND et al., 2009). Este é o
padrdo frequentemente apresentado por pacientes com etiologia hereditéaria, ao passo
que o0s pacientes com neuropatias inflamatorias apresentam neuropatias néo
comprimento-dependentes.

Dessa forma, o diagnoéstico das neuropatias periféricas se baseia em uma
combinacdo de historia clinica, achados do exame fisico e métodos complementares
(MCLEOD, 1995). Algoritmos tém sido propostos para auxiliar na investigacao
diagnostica, tanto no caso das neuropatias inflamatdrias quanto no caso das neuropatias
hereditarias (BROMBERG, 2010; SOMMER et al., 2018).

1.1 Polirradiculoneuropatia inflamatéria desmielinizante crénica (PIDC)

A polirradiculoneuropatia inflamatéria desmielinizante crénica representa uma
neuropatia adquirida, de carater inflamatorio, auto-imune, clinicamente heterogénea,
grosseiramente simétrica, geralmente com comprometimento sensitivo e motor,
manifestacdes distais e proximais, podendo assumir um carater monofasico, remitente-
recorrente ou progressivo (VALLAT; SOMMER; MAGY, 2010).



18

Segundo Burns (2004), Eichhorst foi o primeiro a descrever a polineurite
recorrente em 1890. A partir de entdo, surgiram novos relatos de casos até ser
reconhecida como uma afeccdo individualizada por Austin em 1958. A elevacdo de
proteinas no liquido céfalo-raquidiano (LCR) foi demonstrada em 1931, e em 1956 foi
apontada dramatica reducdo da velocidade de conducdo nervosa em pacientes que
provavelmente eram pacientes com PIDC. Dyck et al. introduziram o termo
polineuropatia inflamatdria cronica em 1975 ao apresentarem uma série de 53
individuos com a doenca, definindo-a como entidade separada da polineuropatia
inflamatdria desmielinizante aguda. Em 1982, Dyck e colaboradores passaram a utilizar
o termo polirradiculoneuropatia inflamatoria desmielinizante cronica para se referirem a
afeccdo. Os primeiros critérios diagndsticos foram propostos em 1991 (AD HOC
SUBCCOMMITTE, 1991) e posteriormente revistos (VAN DEN BERGH et al., 2010).

A prevaléncia da PIDC varia de 0,67/100000 na regido sudeste da Inglaterra
(LUNN et al., 1999), passando por 1,61/100.000 no Japdo (IIJIMA et al., 2008), a
12/100000 habitantes em Assiut, no Egito (KANDIL et al., 2012). Em criangas a
incidéncia é menor que 0,5/100.000 (MCLEOD et al., 1999). Nelas a doenca pode se
apresentar como episodios recorrentes ou lentamente progressivos de ataxia de marcha,
fraqueza distal simétrica e parestesias (MCMILLAN et al., 2013).

Algumas polineuropatias cronicas podem ser erroneamente diagnosticadas como
PIDC, dentre elas: polineuropatia inflamatdria desmielinizante aguda (embora até 16%
dos casos de PIDC em adultos e 20% em criancas possam ter apresentacdo aguda)
(DIONNE; NICOLLE; HAHN, 2010; MCMILLAN et al., 2013), neuropatia associada a
gamopatia monoclonal de significado inderterminado, neuropatia associada ao HIV,
algumas formas de neuropatia diabética, neuropatia urémica, neuropatias hereditarias
(principalmente doenca de Charcot-Marie-Tooth tipo 1), sindrome de POEMS
(polineuropatia, organomegalia, endocrinopatia, proteina M e alteracGes de pele) e
doenca de Castleman (neuropatia paraneoplasica associada a mieloma osteoesclerdtico)
(DYCK; TRACE, 2018).

O diagndstico de PIDC se baseia em uma combinacdo de achados clinicos,
eletrofisiologicos e laboratoriais e exclusdo de outras doengas que a possam mimetizar,
tais como as listadas anteriormente. Para a normatizagdo do diagnéstico, em 2005 foram
propostos novos critérios pela European Federation of Neurological Societies
(EFNS)/Peripheral Nerve Society (PNS), os quais foram revisados em 2010. Estes

critérios admitem a ocorréncia de formas tipicas e atipicas da doenga. A
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eletroneuromiografia (ENMG) assume importante papel na demonstracdo de achados
compativeis com doenca desmielinizante do sistema nervoso periférico. Além disso, o
exame do liquor com dissociacdo proteino-citolégica, a biopsia de nervo demonstrando
sinais de desmielinizacdo e/ou infiltrado inflamatério, a ressonancia magnética
demonstrando captacdo de meio de contraste por raizes ou plexos e a resposta a uma
prova terapéutica com imunossupressores ou imunomoduladores funcionam como
critérios de suporte ao diagnostico. Assim, de acordo com a combinagédo destes achados,
0s pacientes podem ser enquadrados em uma de trés possiveis categorias diagndsticas
de PIDC: definida, provavel e possivel (VAN DEN BERGH et al., 2010). Os critérios
da EFNS/PNS tém sensibilidade de 81% e especificidade de 96% (RAJABALLY et al.,
2009).

A doenca pode ter apresentacdo variada, identificando-se também, além da
forma classica, pacientes com os seguintes fenotipos: forma motora pura, PIDC
sensitiva ou neuropatia desmielinizante sensitiva cronica, formas minimas e forma
multifocal (Sindrome de Lewis-Sumner, neuropatia sensitivo-motora desmielinizante
multifocal adquirida - MADSAM) (VALLAT; SOMMER; MAGY, 2010).

Tem sido relatada associacdo de PIDC com algumas doencas como diabetes
mellitus, gamopatia monoclonal 1gG ou IgA de significado indeterminado, gamopatia
monoclonal IgM sem anticorpos contra a glicoproteina associada a mielina, infeccdo
pelo HIV, hepatite crbnica ativa, lUpus eritematoso sistémico ou outras doencas do
tecido conectivo, sarcoidose, doenca da tiredide, doenca inflamatoria intestinal,
glomerulonefrite membranosa e transplante de 6rgdo sélido ou medula éssea (VAN
DEN BERGH et al., 2010).

Embora os estudos atuais mostrem alta sensibilidade e especificidade dos
critérios diagndsticos disponiveis, ainda hd uma grande porcentagem de pacientes que
séo incorretamente diagnosticados como tendo PIDC (ALLEN; NEY; LEWIS, 2018).
Isso pode ocorrer devido a ndo aderéncia dos profissionais que acompanham estes
pacientes aos protocolos diagnosticos (ALLEN; LEWIS, 2015; ALLEN; GORSON;
GUELINAS, 2018) e tem reflexos sobre o acompanhamento e tratamento destes
pacientes.

Recentemente, Doneddu et al. (2018) verificaram ampla variacdo na ocorréncia
de definicOes acerca de formas atipicas da PIDC, o que consequentemente leva a ampla
variacdo de sua ocorréncia (1 a 49%) em diferentes séries. Dessa forma, apresentaram

uma proposta de critérios diagndsticos para as formas atipicas (18% de sua série que
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reviu 460 pacientes com PIDC), além de ressaltarem que 53% dos pacientes com
apresentacdo inicial atipica evoluiram para formas tipicas de PIDC, geralmente em
associacdo com maior duracdo da doenca, de modo que estabeleceram um tempo de
pelo menos um ano de observacgéo para a definicdo da forma atipica.

Embora se pense que tanto mecanismos humorais quanto celulares estejam
envolvidos na génese de PIDC, o estudo de suas bases imunoldgicas ndo tem
demonstrado resultados universais até o momento, prevalecendo achados de auto-
anticorpos em alguns grupos de pacientes, o que pode se correlacionar com a
heterogeneidade na patogénese da doenca (ROGGENBUCK et al, 2018). Ainda nédo se
demonstrou a existéncia de um marcador bioldgico distinto para a doenca (WARE et al.,
2014). Kwa et al. (2001) ndo encontraram presenca de anticorpos contra PMP22, PO
(MPZ) e Cx32 no soro de pacientes com neuropatias inflamatorias desmielinizantes
(PIDC e sindrome de Guillain-Barré). Ja Diederich et al. (2018), observaram presenca
de ativacdo especifica de ceéulas T contra os epitotos PO 180-199 da mielina em
pacientes com a forma sensitiva de PIDC. Anticorpos como 1gG4 anti-NF155 (FUJITA
et al., 2018), anti-CNTN1 (MIURA et al., 2015) e anti-NF186 (DIEDERICH et al.,
2018), que sdo dirigidos contra proteinas presentes nas regides nodais e paranodais, tém
sido recentemente descritos em alguns pacientes e seu papel na fisiopatologia da
doenga, participando de alteragdes como bloqueios de conducdo, e implicagdes na
resposta terapéutica sdo cada vez mais conhecidas.

Hu et al. (2018) demonstraram em uma meta-analise que a presenca de 1gG4
anti-NF-155 poderia ser um parametro especifico mas ndo sensivel para PIDC, sendo
que estes pacientes tendem a ter mais ataxia e tremor, além de mais frequentemente
poderem apresentar envolvimento do sistema nervoso central e pior resposta ao
tratamento com imunoglobulina (IglV). Pacientes com IgG4 anti-CNTN1 poderiam
apresentar doenca com inicio e progressdao mais rapidos, além de pior resposta ao
tratamento com imunoglobulina e uma melhor resposta ao tratamento com
corticosterdides (MIURA et al., 2015). J& no estudo de Diederich et al. (2018),
pacientes com anti-NF 186 eram mais provaveis de terem formas mais assimétricas da
doenga, como a MADSAM.

Como néo existe um teste diagnostico especifico para PIDC, se a neuropatia é
desmielinizante e outras causas de neuropatia forem excluidas, o paciente recebe o
diagnostico presuntivo de PIDC, mesmo ndo tendo preenchido os critérios diagnosticos,

e é tratado de acordo (LATOV, 2014), uma vez que a resposta a uma prova terapéutica
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com imunossupressores/imunomoduladores configura um critério e suporte ao
diagnostico.

PIDC é uma condicdo rara em criangas, com prevaléncia de 0,48/100.000 na
regido de New South Wales, na Australia, em 1999 (McLeoad et al, 1999), sendo
responsavel por 3% das polineuropatias em criancas (Shabo et al, 2007). Os critérios
diagndsticos ndo apresentam diferencas fundamentais em relacdo aos usados para 0s
adultos, incluindo ENMG, a partir dos quatro anos de idade, quando a mielinizagdo do
sistema nervoso periférico esta completa (Jani-Acsadi et al., 2015). Abaixo dessa idade,
deve-se atentar para as caracteristicas especificas de cada etapa do desenvolvimento, o
que pode dificultar o diagndstico de desmielinizagdo (Haliloglu et al., 2016). Embora
possam ser utilizados 0os mesmos critérios diagndsticos empregados para adultos,
existem critérios especificos, como o proposto por Nevo e Topaloglu (2002), para esta
faixa etéria.

Criancas sdo mais propensas que 0s adultos a apresentarem rapida progressao da
doenca, ou seja, alcancar o nadir antes de oito semanas. Pode haver diferenga em sinais
e sintomas, como presenca de comprometimento de nervos cranianos e sintomas
sensitivos, além da forma de progressdo (progressiva ou remitente) de acordo com a
velocidade de instalacdo da doenca. Criangas que apresentam instalacdo rapida da
doenga (nadir menor ou igual a quatro semanas) tendem a mostrar mais sinais
sensitivos, envolvimento de nervos cranianos e evolugdo recorrente, ao passo que ataxia
e evolucdo progressiva sdo mais frequentes em criancas com instalacéo lenta da doenca
(nadir maior que oito semanas). Ndo ha predilecdo por sexo em criangas (Rossignol et
al., 2007; McMillan et al., 2013; Cabasson et al., 2015).

Em criangas, essa condicdo representa um desafio diagndstico. Haliloglu et al
(2016) encontraram trés criancas com diagnéstico de neuropatia hereditaria entre 23
criangas com diagnostico inicial de PIDC e Silval et al (2018) observaram duas criangas
com neuropatia hereditaria em um grupo de trinta pacientes pediatricos incialmente
diagnosticados como PIDC. Dessa forma, o diagndstico de PIDC em criancas necessita
de frequente reavaliacdo. As causas mais frequentes para reavaliacdo do diagndstico no
estudo de Silval et al. (2018) foram: inicio dos sintomas em idade precoce, amiotrofias
ou contraturas preexistentes, comorbidades associadas (como atraso de
desenvolvimento, epilepsia, delecbes cromossémicas, declinio  cognitivo),
anormalidades laboratoriais (aumento de CPK e perfil metabdlico alterado), resposta

pobre ou auséncia de resposta a IglV.
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1.1.1 Tratamento

Em uma revisdo realizada por Nobile-Orézio et al. (2017), os autores
encontraram uma taxa de resposta a esterdides, plasmaférese e imunoglobulina em cerca
de 50-70% dos pacientes com PIDC para cada um destes tratamentos. Além disso, cerca
de 50% dos pacientes que ndo respondiam inicialmente a um desses tratamentos,
respondiam ao segundo tratamento empregado, levando a melhora em 80% dos
pacientes relatados.

Existem algumas diferencas na resposta a terapia entre pacientes com PIDC
quando se leva em consideracdo as formas tipicas e atipicas. Pacientes com neuropatia
adquirida distal simétrica e com sindrome de Lewis e Sumner tendem a apresentar uma
menor taxa de resposta aos tratamentos usualmente instituidos (DONEDDU et al.,
2018)

A escolha do tratamento inicial para PIDC deve levar em consideragdo a
disponibilidade, a eficacia, o custo e os efeitos colaterais de cada uma dessas terapias.
Na Italia, o custo anual do tratamento de manutencdo com imunoglobulina, dependendo
do peso do paciente e da dose empregada, varia de 30.000,00 a 80.000,00 Euros, ao
passo que o custo do uso de corticoide oral ou intravenoso no mesmo periodo ndo chega
a 1.000,00 Euros (NOBILE-ORAZIO et al., 2107).

A plasmaférese, embora considerada igualmente efetiva quando comparada a
imunoglobulina e corticosteroide, geralmente é empregada como um tratamento de
terceira linha. Isso se deve ao fato de ser mais invasiva e ter mais complicagdes
relacionadas a dificuldade de acesso venoso, ao uso de citrato e alteracBes
hemodinamicas (CODRON et al., 2017).

Em relacdo a outros imunossupressores ou imunomoduladores, Mahdi-Rogers et
al. (2017), em uma revisdo sistematica, avaliaram estudos randomizados com evidéncias
de baixa qualidade que ndo desmonstraram beneficios significativas quanto ao uso de
azatioprina e interferon beta 1, e um estudo randomizado de qualidade moderada que
ndo mostrou beneficio significativo de uma dose baixa de metotrexato para o tratamento
de PIDC. No entanto os autores ponderam que nenhum destes estudos foi grande o
suficiente para excluir um efeito pequeno ou moderado destas drogas no tratamento de
pacientes com PIDC.

Nas criangas, as taxas de sucesso terapéutico com o uso de imunoglobulina

endovenosa em altas doses e corticosterdides em pulso endovenoso ou oral com
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desmame lento sdo muito parecidas com as dos adultos (68% e 100%, em qualquer fase
da doenca). Essa taxa de sucesso no tratamento € menor para a plasmaférese (16%).
Raramente é necessario o0 uso de outros imunossupressores, como a azatioprina ou o
micofenolato de mofetila. Dessa forma, o uso de imunoglobulina endovenosa é o
tratamento de primeira linha preferido por alguns autores (MCMILLAN et al., 2013;
WARE et al., 2014).

1.2 Doenca de Charcot-Marie-Tooth

A doenca de Charcot-Marie-Tooth, inicialmente conhecida como atrofia
muscular peroneal, foi descrita em 1886 de maneira independente por Charcot e Marie,
na Franca, e Tooth, na Inglaterra (WANG; YIN, 2015). Uma forma de neurite
intersticial hipertrofica, grave e de inicio na infancia, foi descrita por Dejerine e Sottas
nessa mesma época. Harding e Thomas (1980) demonstraram a presenca de dois
grandes grupos: um com caracteristicas hipertréficas na biopsia e redugédo da velocidade
de conducdo motora do nervo mediano (<38m/s), denominada de forma mielinica, e
outro grupo com evidéncia de degeneracdo axonal na bidpsia e velocidade de conducgéo
motora normal (VCM>38m/s), denominada de forma axonal. O grupo desmielinizante
foi classificado como neuropatia hereditéaria sensitivo-motora tipo I, enquanto o grupo
axonal o foi como neuropatia hereditaria sensitivo-motora tipo I1.

Clinicamente, observa-se inicialmente fraqueza progressiva associada a atrofia
da musculatura distal das pernas. Em geral, a progressdo em direcdo aos musculos
proximais ocorre de forma lenta ao longo de varios anos. Algumas formas graves
podem apresentar hipotonia desde o nascimento. Sinais bastante caracteristicos e que se
correlacionam com essa progressdo lenta da fraqueza sdo: o aspecto em garrafa de
champanhe invertida dos membros inferiores e a ocorréncia de deformidades dsseas e
retracdes tendineas, resultando em pés cavos, dedos em martelo e escoliose. As
alteracdes sensitivas geralmente sdo do tipo negativo (hipoestesia) e podem aparecer
dores decorrentes das alteracdes osteo-tendineas (HARDING; THOMAS, 1980;
GARCIA, 1999). O comprometimento das regides distais dos membros superiores
ocorre mais tardiamente. Podem ser encontradas ainda, fraqueza proximal, alteracdes
auditivas, paralisia de cordas vocais e paralisia diafragmatica, embora estes achados
ocorram em baixa frequéncia e se liguem a algumas mutagdes em especial (VALLAT;
MATHIS; FUNALOT, 2013).
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Constitui-se na alteracdo neuromuscular hereditaria mais comum, com
prevaléncia alcancando até 1:1213 a 1:2500 (BRAATHEN et al., 2010; Skre, 1974).
Braathen et al. (2010) encontraram uma frequéncia muito proxima entre CMT1 e CMT2
em seu estudo na populacdo de Akershus Count, na Noruega. Na Finlandia, Martilla et
al. (2017) encontraram prevaléncia de 34,6:100.000 habitantes, sendo mais frequente a
forma de CMT2. Na Dinamarca, em um estudo com base em registro nacional de dados,
Vaeth et al. (2017) encontraram uma prevaléncia de 22,5:100.000 habitantes, sendo a
incidéncia geral calculada em 0,98:100.000 pessoas-ano, atingindo 1,12:100.000
pessoas-ano para homens e 0,85:100.000 pessoas-ano para mulheres, observando-se um
aumento de 4,4 vezes na incidéncia em um periodo de 20 anos de acompanhamento,
possivelmente em decorréncia da melhoria do diagnostico. A mortalidade no grupo de
pacientes com CMT foi 36% maior que na populacdo geral, tendo como caracteristica o
inicio mais precoce da doenca, possivelmente em decorréncia do acUmulo de
comorbidades ou fragilidade, embora os autores considerem que esta cifra possa estar
superestimada, uma vez que nao foi realizada busca ativa de casos a partir dos casos
indice, o que pode ter feito com que casos leves ou outros casos em familias com
diagnostico ja estabelecido nao fossem diagnosticados. Sabe-se que algumas formas de
CMT tém evolugdo mais grave, com inicio precoce dos sintomas e eventualmente
acometimento diafragmético, no entanto essas formas sdo menos frequentes. Outros
autores consideram que a CMT ndo afeta a sobrevida do paciente (SKRE, 1974).

A idade de inicio dos sintomas pode ser variavel, entretanto as alteracdes
neurofisiologicas podem estar presentes na infancia. Embora em alguns casos possa
haver atraso na aquisicdo dos marcos motores, a doenca geralmente se manifesta na
segunda ou terceira década de vida. A evolu¢do da doenca é insidiosa na grande maioria
dos casos (SKRE, 1974). A apresentacdo geralmente é sob a forma de uma neuropatia
simétrica, sensitivo-motora, comprimento-dependente.

Thomas, em 1970, ja chamava a atencdo para o fato de que as neuropatias
hereditarias sdo mais comuns do que geralmente apreciado, pois muitas causas de pés
cavos idiopaticos e outras deformidades dos pés seriam devidas a elas.

E interessante que a despeito da alta penetrancia destas mutac@es entre grandes
familias com neuropatias hereditarias (SKRE, 1974), estima-se que apenas 20% dos
membros afetados procurem atencdo medica por causa dos sintomas, 0s quais podem
surgir apenas na idade adulta. Assim, é importante, segundo Bromberg (2010), buscar

informagdes que possam reforgar que uma neuropatia cronica pode ter uma base
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familiar, dentre elas: dificuldade para correr, praticar esportes ou atividades militares;
pés cavos; dedos em martelo; “maos de palhago”; amiotrofias; Ulceras nos pés; uso de
bengalas; diagnostico incorreto de artrite ou poliomielite; dificuldade para caminhar na
ponta dos pés ou calcanhares e dificuldade para se elevar a partir da posicao de joelhos.

Assim, inicio da polineuropatia na juventude, histéria familiar positiva e
evolucdo lentamente progressiva sugerem a presenca de uma neuropatia hereditaria
(RAMCHANDREN, 2017). O ideal é que se obtenha um heredograma que englobe trés
ou mais geracdes da familia, sendo este um dos passos mais importantes para se
suspeitar da doenca. Também € importante inquirir-se sobre consanguinidade e sobre
casamentos entre grupos populacionais isolados.

A transmissdo da doenga pode ocorrer de forma autossomica dominante ou
recessiva, ligada ao sexo, dominante ou recessiva, ou ainda surgir na forma “de novo”
sendo que esses casos esporadicos podem atingir até 49% em algumas séries (SKRE,
1974; MILLEY et al.,, 2018). Karadima et al. (2011) observaram 20% de casos
esporadicos em seu estudo em pacientes gregos, dentre os quais 11,6% tinham
duplicacdo do gene PMP22. Esses mesmos autores revisaram a prevaléncia da
duplicacdo utilizando a técnica do MLPA (gque nédo foi feita em seu estudo de 2011) e
encontraram a duplicacdo do PMP22 em 30% dos casos ndo familiares (KARADIMA et
al., 2014).

Lupski e Garcia (1992) referem que a expressdo fenotipica de CMTL1 € idade
dependente e que a penetrancia é quase completa. Lembram ainda que a velocidade de
conducdo nervosa anormal pode ser identificada nos afetados varios anos antes de se
manifestarem os sintomas clinicos.

Milley et al. (2018) encontraram 7,8% dos pacientes com paralisia de nervos
cranianos (facial, glossofaringeo). Também observaram comprometimento do nervo
laringeo recorrente em 5,2%, comprometimento auditivo sensorioneural bilateral em
4,9%, disfuncdo imune em 2,9%, envolvimento do sistema nervoso autondmico em
1,6%, cataratas em 1,3% e atrofia dptica em 0,7% dos pacientes estudados.

A doenca apresenta grande variabilidade clinica, inclusive sendo observadas
diferengas de apresentacdo dos sintomas mesmo entre gémeos monizogaticos. A base
biologica responsavel por este fendmeno ainda ndo é conhecida (THOMAS et al, 1997;
SINKIEWICZ-DAROL et al., 2015).

A descricdo de uma forma infantil foi realizada por Dejerine e Sottas, em 1893.

CMT ¢ o tipo mais comum de afeccdo hereditaria de nervos em criancgas, constituindo
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20% dos casos vistos em servicos pediatricos de doenga neuromuscular. Embora CMT
seja comum, conhece-se muito pouco sobre a taxa de progressédo da fraqueza muscular e
sobre o envolvimento seletivo dos diferentes grupos musculares na infancia. (Burns et
al., 2007). Ouvrier e Nicholson (1995) estimam que cerca de 30% dos pacientes
pediatricos com doengas neuromusculares tem alguma forma de neuropatia periférica,
sendo a maioria (90%) devido a causas genéticas. CMT representa 0 maior grupo
etioldgico, com prevaléncia estimada de 0,5 a 1:2500, resultando que 1 em cada 5
pacientes com CMT teve inicio dos sintomas na infancia, segundo Wilmshurst e
colaboradores (2003). De acordo com observacdes de Jani-Acsadi e colaboradores
(2015) h& um atraso de cerca de 10 anos no diagndstico destes pacientes, mesmo em
familias com casos de CMT.

A neuropatia na CMT é comprimento dependente, ou seja, nervos mais longos
sdo afetados mais precoce e intensamente. Assim 0s sinais iniciais sao fraqueza e
amiotrofias distais nos membros inferiores inicialmente e, posteriormente, dos membros
superiores com a progressdo da doenga. Em criangas, os sinais clinicos iniciais podem
ser atraso no desenvolvimento motor e marcha digitigrada, como tropecos e quedas.
Estes sinais ndo sdo especificos e podem ocorrer em outras condi¢des neuroldgicas,
como paralisia cerebral e miopatias. Criancas maiores podem apresentar corrida
lentificada, lesGes de tornozelos e inabilidade nos esportes. Os sinais de acometimento
de méos podem ndo ser notados até que a crianca tenha algum problema com o

vestuario ou a escrita na escola (Jani-Acsadi et al., 2015).

1.2.1 Classificacao

Inicialmente, a doenca foi dividida de acordo com o padrdo de heranca e a
velocidade de condugdo motora no nervo mediano (HARDING; THOMAS, 1980).

Os pacientes que apresentavam velocidade de conducdo no nervo mediano
uniformemente menor ou igual a 38 m/s tinham a forma desmielinizante da doenca
sendo classificados como CMT1. J& aqueles que tinham velocidade de condugdo normal
e diminuicdo na amplitude do potencial de acdo muscular composto (CMAP) ou do
potencial de acdo sensitivo (PAS) foram classificados como CMT2 e apresentavam a
forma axonal da doenca. Um terceiro grupo (chamado de CMT3) incluia os casos com
fendtipo grave, velocidade de conducgdo muito reduzida e possivel heranca recessiva.

Posteriormente, o termo preferido passou a ser doenga de Dejerine-Sottas, no lugar de
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CMT3, para agrupar os casos de inicio na infancia com grave fenotipo, independente do
modo de heranca ou da mutacdo, e a expressdo CMT4 passou a agrupar 0s pacientes
com heranca autossomica recessiva. Com a descoberta progressiva de novos genes,
letras tém sido adicionadas a essa nomenclatura (por exemplo, CMT1A para indicar
duplicacdo do gene PMP22), o que tem gerado criticas em vista da variabilidade
genotipica e fenotipica da doenca. Assim, alguns autores tém tentado a proposicao de
classificagbes que permitam a denominagdo de maneira mais informativa, levando-se
em conta a heranca e os achados desmielinizantes ou axonais da doenca (VALLAT;
MATHIS; FUNALOT, 2013; MATHIS et al., 2015).

H& um grupo de individuos que apresenta alteracdes nos estudos de conducédo
nervosa que podem ser observadas tanto em pacientes com a forma desmielinizante
guanto em pacientes com a forma axonal. Neste caso, a velocidade de conducéo cai na
faixa de valores chamada “intermediaria”, caso observado em pacientes com heranca
ligada ao cromossomo X. Este grupo representa uma causa frequente de CMT, em torno
de 10% dos pacientes com a doenca (BERCIANO et al., 2017). E subdividido em seis
subtipos (CMTX1 a CMTX6), sendo que 90% dos pacientes ttm a forma CMTX1, a
qual, juntamente com CMT X6 apresenta heranca ligada ao X dominante (WANG; YIN,
2015), uma vez que mulheres portadoras também tendem a apresentar sintomas (embora
em menor intensidade que os homens).

Dessa forma, embora a crescente melhora do conhecimento em relacdo a
fisiopatologia da doenca, ainda ndo se dispde de um sistema perfeito de classificacao,
que englobe de maneira precisa todas essas variaveis genotipicas e fenotipicas
(RAMCHANDREN, 2017; MAGY et al., 2018).

Apesar de ndo existir um consenso, as seguintes formas sdo reconhecidas,
embora possa haver sobreposicdo e variacdo nas siglas: CMTL1 - forma desmielinizante
de heranca autossémica dominante; CMT2 - forma axonal de heranga autossémica
dominante; CMT4 - desmielinizante de heranca autossdmica recessiva; CMT2AR -
forma axonal de heranca autossémica recessiva; CMTX - formas de heranca ligada ao
X; CMTI - formas com velocidade de condugdo intermedidria, que podem ter diferentes
formas de heranga e, mais recentemente, foi descrita uma forma com heranca
mitocondrial.

Mais de 90% dos pacientes com CMT apresentam mutacdo em um dos genes a
sequir: PMP22, MFN2, MPZ ou GJB1 (LOREFICE et al., 2017). A frequéncia de
mutacBes em MPZ varia de 0,58% na Grécia (KARADIMA et al., 2011) a 8,7% na
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Tailandia (LEE et al., 2004), sendo considerada a terceira causa mais frequente de
CMT1, atrés da duplicacdo do PMP22.

Em um estudo multicéntrico com 206 criancas (3 a 20 anos), 0s subtipos de
CMT mais frequentemente encontrados foram CMT1A (58%), CMT1B (5%), CMT2A
(4%) e CMTAC (4%). CMTX1 foi encontrado em 2% das criangas. A taxa de
progressdo da doenca varia, entre outros fatores, conforme a idade da crianca (sendo
mais notavel a partir dos 2 anos de idade) e o subtipo da neuropatia (CMT1A, CMT1B
etc), sendo mais lenta para CMT1A (Cornett et al., 2017).

Aproximadamente 80 a 90% dos casos de CMT1 autossémico dominante sdo
CMT1A, que decorre de duplicacdo de 1,4Mb no cromossomo 17p11.2, que contem o
gene PMP22 (MARQUES et al., 2005; LOREFICE et al., 2017). A delecdo deste
mesmo gene leva ao fenotipo de uma neuropatia conhecida como neuropatia hereditaria
susceptivel a compressao (HNPP). A tabela 1, a seguir, apresenta uma visdo geral desta

classificacdo atual mais frequentemente empregada.

Tabela 1 — Classificacdo da doenca de Charcot-Marie-Tooth.

Tipo Patologia / Fenétipo Heranga Porcentagem  Subtipo Gene/
de casos de Cromossomo
CMT
CMT1 Anormalidades na mielina; fraqueza Autossdmica 50-80 CMT1A PMP22
distal, atrofia e perda sensitiva; inicio:  dominante CMT1B MPZ
5 a 20 anos; velocidade de conducéo CMT1C LITAF
nervosa motora <38m/s CMT1D EGR2
CMTI1E PMP22

CMT1F/2E NEFL

CMT2 Degeneracédo axonal; fraqueza distal e~ Autossdbmica  10-15 CMT2A MFN2
atrofia, envolvimento sensitivo dominante CMT2B RAB7A
varidvel; casos graves e complicados CMT2C TRPV4
descritos; velocidade de condugdo CMT2D GARS
motora >38 m/s; inicio: variavel. CMT2E/1F NEFL

CMT2F HSPB1
CMT2G 12q12-913
CMT2H/2K GDAP1
CMT21/2] MPZ
CMT2L HSPB8
CMT2M SYNM
CMT2N AARS
CMT20 DYNC1H1
CMT2P LRSAM1
CMT2S IGHMBP2
CMT2T DNAJB2
CMT2U MARS

Continua



Tabela 1 — Classificacdo da doenca de Charcot-Marie-Tooth (conclusao).

AR-CMT1 Desmielinizante; recessiva; Autossomica  Rara CMT4A GDAP1

(CMT4) apresentacéo / fen6tipos variaveis recessiva CMT4B1 MTMR2
CMT4B2 SBF2
CMT4B3 SBF1
CMT4C SH3TC2
CMT4D NDRG1
CMT4E EGR2
CMT4F PRX
CMT4G HK1
CMT4H FGD4
CMT4) FIG4
CMT2B1 LMNA
CMT2B2 MED25

Degeneragao axonal com Ligada ao X 10-15 GJB1

anormalidades na mielina CMTX2 Xp22.2
CMTX3 Desconhecido
CMTX4 AIFM1
CMTX5 PRPS1
CMTX6 PDK3

Modificado de: Ramchandren, 2017; Tzair et al, 2014.

Ja foram identificadas mutacfes responsaveis por CMT em aproximadamente
100 genes, perfazendo mais de 1000 mutacBes, lista que ainda aumenta
(TIMMERMAN; STRICKLAND; ZUCHNER, 2014). Estes genes estdo envolvidos em
diversos processos relacionados a manutencdo da funcdo do sistema nervoso periférico,
tais como a codificacdo de proteinas nas células de Schwann ou neurbnios, que
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contribuem para a organizacdo da mielina, a funcdo mitocondrial, a agregacdo de
proteinas e o transporte axonal.

O sucesso na identificacdo do gene causativo é variavel, tendo sido encontrado
em 59,9% dos pacientes da série de Milley et al. (2018), na Hungria, sendo mais
frequente o diagnostico etioldgico nos pacientes com CMT1 (67,2%) do que CMT?2
(34,4%). Ja Lorefice et al. (2017), analisando uma popula¢éo italiana com CMT, na
regido da Sardinea, chegaram a um diagndstico etiolégico em 46,3% dos individuos,
compreendendo 49,9% dos pacientes com CMT1, 38,5% dos pacientes com CMT2 e
11,6% dos pacientes com HNPP. Entre os pacientes com CMT1A, a duplicacdo do gene
PMP22 foi encontrada em 77,6% dos pacientes com diagnostico molecular
caracterizado.

Na Finlandia, Marttila et al. (2017) chegaram a um diagnostico molecular em
55% dos pacientes de sua série, sendo a mutacdo p.His123Arg em heterozigoze no gene
GDAP1 a mais frequente (31,5% dos pacientes), em pacientes com CMT2, seguida pela
duplicacdo do gene PMP22 encontrada em 16,9% dos pacientes. Esses achados podem
ser devidos a um efeito fundador, o que leva ao aumento da prevaléncia de um
determinado gene em um grupo populacional especifico.

Na avaliacdo de 17880 pacientes com neuropatia hereditéaria referidos para um
laboratério comercial para diagnostico, DiVicenzo et al. (2014) ndo encontraram
diferencas significativas nas frequéncias de resultados positivos da analise de 14 genes
relacionados a CMT, a despeito das diferencas metodoldgicas entre o sequenciamento
pela técnica de Sanger e 0 sequenciamento de nova geracéo.

Os pacientes com CMT1C parecem indistinguiveis de pacientes com CMT1A
em termos clinicos e neurofisiologicos. Eles preenchem os critérios amplamente aceitos
para CMTL, incluindo fraqueza distal e amiotrofia, diminuicdo de reflexos osteo-
tendineos e comprometimento sensitivo (BENNETT et al., 2004; GUIMARAES-
COSTA etal., 2017).

Fendtipos complexos e com evolugédo atipica podem ser decorrentes da heranca
de mais de uma mutacdo, mesmo nos casos em que o quadro clinico dos ascendentes
seja discreto em relacdo aos sinais e sintomas habitualmente encontrados (MEGGOUH
et al.,, 2005). Os sintomas podem ser inclusive mais leves em relagdo ao que seria
esperado para uma das mutacées isoladas (GOUVEA et al., 2010).

Bort et al. (1997) analisaram 47 pacientes espanhdis nao-relacionados, nos quais

foi excluida duplicagdo do gene PMP22. Entre estes, havia fenotipos de CMT1, CMT2
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e DS. Pela técnica de single-strand conformation polymorphism (SSCP) foram avaliadas
mutacdes e polimorfirmos nos genes GJB1, MPZ e PMP22. Em 34% dos pacientes
foram encontradas mutagdes, sendo no gene GJB1 em 10 pacientes (21%), no gene
MPZ em cinco pacientes (10,6%) e um paciente (2,1%) apresentou mutacdo no gene
PMP22. Chama a atencdo o fato de 43% dos pacientes mutados apresentarem mutacao
de novo. Os autores lembram a possibilidade de diagnostico incorreto da neuropatia
como hereditaria, uma vez que em 2/3 dos pacientes ndo foi encontrada mutagéo.

Recomenda-se que seja realizada pesquisa de mutacdes em MPZ nos pacientes
com CMT1 que ndo apresentem duplicacdo ou mutacdo de ponto em PMP22 (NELIS et
al., 1994a).

A seguir, apresentamos uma breve caracterizagdo dos genes de interesse no

presente estudo:

1.2.2 Gene PMP22

O gene PMP22 codifica uma glicoproteina integral de membrana, com peso
molecular de 22-kDa, que assume a forma de um tetrdmero helicoidal, altamente
expressa (2 a 5% das proteinas da mielina) nas células mielinizantes de Schwann. Sua
correta expressdo em termos quantitativos e qualitativos é essencial para o
desenvolvimento e a manutencdo da normalidade da mielina nas células de Schwann,
contribuindo tanto para a organizacdo quanto para a adesdo das camadas da mielina
(MITTENDORF et al., 2017). O gene PMP22 se localiza na regido 17pll1.2 do
cromossomo 17.

A duplicacdo do gene PMP22 ¢ a alteragdo mais encontrada em pacientes com
CMT em diferentes séries, ocorrendo em 13,6 a 79% das familias analisadas
(BRAATHEN et al., 2010; MARQUES et al., 2005), determinando alteracGes celulares
em decorréncia do aumento da dose de proteina produzida. Geralmente se encontra
historia familiar, no entanto a frequéncia de duplicacdo de novo varia de 8,5 a 26,5%
(BRAATHEN, 2010). A delecdo do mesmo gene leva ao fen6tipo de uma neuropatia
assimétrica, conhecida como Neuropatia Hereditaria Susceptivel a Compressdo (do
inglés, hereditary neuropathy with liability to pressure palsies — HNPP). Pacientes com
mutacdo de ponto neste gene (que sdo raras) podem exibir fenotipo variavel, desde
formas leves da doenca até formas graves, como a Sindrome de Dejerine-Sotas (LI et
al., 2017). Roa et al. (1993) encontraram um paciente com mutagéo de ponto neste gene

entre 32 pacientes com CMT1 que foram negativos para a duplicagdo do mesmo. Em
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uma coorte de 1005 pacientes japoneses com CMT nos quais foi excluida duplicacdo do
PMP22 e que mostrava predominancia de CMT2 (67,8%), muta¢Ges de ponto neste
gene foram responsaveis por 4,3% dos casos (13 pacientes) de CMT nos quais foram
identificadas mutacdes, 0 que corresponde a 6,2% dos pacientes com CMT1
(YOSHIMURA et al., 2018).

1.2.3 Gene GJB1

O gene GJB1, localizado no cromossomo Xql3.1, codifica uma proteina
conhecida como conexina 32 (Cx32). Essa proteina é expressa nas células de Schwann e
forma juncGes apertadas entre as membranas de duas células adjacente, resultado da
interacdo de dois hemicanais apostos (conexons). Esses canais permitem o transito de
ions, moléculas de sinalizacdo, pequenos metabdlitos e provém vias para o acoplamento
elétrico e quimico entre as células. Cx32 se encontra distribuida tanto no sistema
nervoso periférico quanto no central (onde é expressa nos oligodendrocitos), além de
figado, rins e pancreas (WANG; YIN, 2015). A conexina pertence a uma familia de
varios genes que codificam 20 proteinas com alta homologia e, dessa forma, pacientes
com mutacdo na conexina 32 tém sintomas localizados predominantemente no sistema
nervoso periférico. Seis conexinas formam um hemicanal ao redor de um poro central.
Dois hemicanais em oposi¢do constituem uma juncdo apertada entre duas células
(SCHERER; KLEOPA, 2012).

Mutac¢Oes neste gene causam CMTX1, o segundo tipo mais comum de CMT na
maioria das séries (NELIS et al., 1997), respondendo por 4,6% em turcos (BISSAR-
TANDAMOURI et al., 2000), a 21,9% de todos os casos de CMT nos quais foi excluida
duplicacdo do PMP22, o que equivale a 40,3% dos pacientes com CMTL1 na série de
Yoshimura et al. (2018), ja tendo sido reportadas mais de 400 mutacdes (SCHERER;
KLEOPA, 2012). Homens tendem a apresentar sintomas mais exuberantes e em menor
idade que as mulheres (PANOSYAN et al., 2017).

Estudos de velocidade de conducdo em pacientes com mutacGes neste gene
geralmente mostram velocidades de conducdo na faixa conhecida como intermediaria,
sendo a reducdo mais acentuada em homens do que em mulheres. Chama a atengéo, no
entanto, o crescente relato de pacientes com caracteristicas neurofisiologicas que
remetem a aquelas observadas em pacientes com neuropatias inflamatdrias, ou seja,
assimetria de achados com presenca de dispersdo temporal e, eventualmente, bloqueios
de conducdo (MICHELL et al., 2009).
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Embora geralmente ocorra deterioracdo lenta da funcdo motora nestes pacientes,
em alguns casos pode ocorrer piora rapida dos sintomas (MIKI et al., 2013). H4 ainda
uma grande variabilidade na apresentacdo clinica e no envolvimento de nervos em
pacientes com CMTX, mesmo naqueles com a mesma mutacdo do gene GJB1. Alguns
pacientes podem apresentar concomitancia com doenca inflamatoria do sistema nervoso
central, 0 que poderia indicar uma predisposicdo a sobreposicdo de doengas
inflamatorias do sistema nervoso em pacientes com mutacdo neste gene (WEISHAUPT;
GANSER; BAHR, 2012)

1.2.4 Gene LITAF

E um gene que consiste de quatro exons, sendo trés deles codificantes,
resultando em uma proteina com peso molecular calculado de 17.1kDa (BENNETT et
al., 2004). Esta ligado a regido 16p13.1-p12.3 do cromossomo 16. MutacBes neste gene
causam CMTI1C (STREET et al., 2003). Seu produto, LITAF (fator ativador de TNF
induzido por LPS), também conhecido como SIMPLE (proteina integral pequena de
membrana para o endossomo tardio), é uma proteina integral de membrana associada ao
endossomo, importante para o agrupamento de corpos multivesiculares. Também pode
ser importante para outros eventos celulares, uma vez que € induzido por toxinas
bacterianas, por expressdo do p53 e tem sido implicado em doencas inflamatdrias.
Localiza-se na superficie da célula e em varios compartimentos endociticos (QIN et al.,
2016). O mecanismo exato pelo qual mutacGes neste gene causam doenca ainda
permanece desconhecido, sendo que recentemente foi demonstrado que ocorre
localizagdo anormal do LITAF do endossomo/lisossomo para a mitocondria, resultando
em defeitos na regulacéo e sinalizacdo do trafego endossomal (SINKIEWICZ-DAROL
etal., 2015).

Foi encontrado como causa de CMT em 0,5% dos 17880 individuos
referenciados a um laboratério comercial especializado em diagndsticos genéticos
(DIVINCENZO et al., 2014), em 0,6% dos pacientes com CMT1 avaliados por Latour
et al. (2006) e em 0,7% dos analisados por Ciotti et al. (2014). Em Ribeirdo Preto,
estado de S&o Paulo, foi encontrado como causa de doenca em 3% de 66 individuos
com CMT, sem alteracdes de PMP22, GJB1 e MPZ (BUENO, 2011). O fendtipo destes
pacientes pode incluir individuos com manifestacfes clinicas tardias e mesmo

assintomaticos do ponto de vista do comprometimento motor (LUIGETTI et al., 2014).
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A ENMG destes pacientes geralmente traduz uma polineuropatia sensitivo-
motora desmielinizante simétrica, com VCM geralmente entre 16 e 33 m/s. No entanto,
h& descricdo de pacientes nos quais foram encontrados bloqueios de condugdo na
ENMG (STREET et al., 2003; GERDING et al., 2009; CIOTTI et al., 2014;
GUIMARAES-COSTA at al., 2017), o que pode causar confusdo diagnéstica com

neuropatias inflamatorias.

1.2.5 Gene MPZ

Este gene apresenta seis exons, compreendendo uma extensdo de 7 kilobases.
Com a observacdo inicial de uma familia com neuropatia e velocidades de conducao
motora extremamente baixa (5-15 m/s) e, posteriormente, a realizagdo de estudos de
ligacdo que permitiram a associacdo do gene com a heranca do sistema Duffy de grupo
sanguineo, esse gene foi localizado no cromossomo 1, sendo identificado em 1993,
encontrando-se no braco longo do cromossomo 1g22-23 (SU et al., 1993; NELIS et al.,
1994; BIRD et al., 1997; SHY, 2006).

A proteina zero da mielina, produto do gene MPZ, é a principal proteina
estrutural da mielina periférica, pertencendo a superfamilia das imunoglobulinas
(HAYASAKA, 1993). E considerada como responsavel por importante papel na
compactacdo da mielina normal, via interagdes homofilicas mediadas por um dominio
extracelular Gnico semelhante a imunoglobulina e sua porcdo N-terminal ligada a
carboidrato. Qualidades adesivas similares também podem ser mediadas por interacdes
homofilicas dos dominios intracelulares e suas interacdes com fosfolipideos de
membrana. E uma proteina integral de membrana expressa exclusivamente por células
de Schwann mielinizantes (LEMKE, 1998) de forma que ndo esta presente no sistema
nervoso central. Por conseguinte, as alteragdes patologicas, embora possam ter
repercussdes a nivel medular, sdo basicamente restritas aos nervos periféricos (BIRD et
al., 1997).

Os pacientes podem exibir fendtipos variados, englobando CMT1, CMT2 e a
DS. Os sintomas tendem a aparecer em idades mais precoces, embora alguns pacientes
possam apresentar o inicio dos sintomas ap6s a quarta década de vida, inclusive com
rapida progressdao dos mesmos levando os pacientes a necessitarem do uso de érteses
em poucos anos. De maneira geral, 0s pacientes podem ser enquadrados em dois
grandes grupos: um com inicio precoce (infancia) dos sintomas e outro com inicio na

idade adulta (SHY et al., 2004), sendo que estes pacientes tendem a apresentar
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caracteristicas clinicas e neurofisiolégicas muito parecidas, quando se considera o
quadro dentro da mesma familia e eventualmente a mesma mutagcdo em diferentes
familias (SANMANEECHAI et al., 2015) Essa situacdo, aliada a auséncia de clara
historia familiar, pode levar a erros diagndsticos tomando-se por adquirida uma
neuropatia hereditaria (LAURA et al., 2007). Alguns pacientes apresentam sintomas
sensitivos positivos (Donaghy et al, 2000). Os sintomas podem ter apresentagéo
assimétrica e pode haver variacdo fenotipica para a mesma mutacdo dentro de uma
familia (SZABO et al., 2005; SOUAYAH; TICK CHONG, 2010). Os pacientes podem
apresentar ainda surdez e anormalidades pupilares (KURIHARA et al., 2004;
MURPHY et al., 2011). Por outro lado, pacientes com sintomas minimos ou mesmo
assintomaticos também podem ser encontrados (LAGUENY et al., 2001). Pode haver
hiperproteinorraquia em alguns pacientes e naqueles com fenoétipo de CMT21 pode ser
que ocorram alteracBes ainda ndo bem caracterizadas na interacdo mielina/axénio de
modo que ocorra dano axonal (SHY et al., 2004).

Esse gene € reponsavel por 2 a 27,1% dos pacientes com CMT1 em algumas
séries, podendo determinar casos esporadicos em até 50% dos pacientes (DRAC et al.,
2011; NELIS et al., 1994a; SHY et al., 2004; YOSHIMURA et al., 2018).

1.2.6 Neurofisiologia

A avaliacdo neurofisioldgica, através dos estudos de conducdo nervosa e da
eletromiografia, € importante para se estabelecer a presenca de polineuropatia, a
extensdo do dano, a alteracdo fisiopatoldgica subjacente (desmielinizante X axonal) e
para o acompanhamento da doenca (KRARUP, 2003).

Os achados caracteristicos em pacientes com CMT sdo a diminuicdo da
velocidade de conducdo motora (<38 m/s), nos casos desmielinizantes, ou a diminuicéo
da amplitude do potencial de acdo muscular composto ou do potencial de agéo
sensitivo, nas formas axonais, sendo estas alteracfes, por convencdo, estabelecidas no
nervo mediano ou no nervo ulnar (THOMAS; CALNE, 1974). Nas formas mielinicas a
reducdo da velocidade de condugdo € uniforme (LEWIS; SUMNER, 1982), ou seja,
com as alteragfes sdo semelhantes quando se comparam diferentes segmentos de um
mesmo nervo, 0 mesmo segmento de nervos de um mesmo membro, ou 0 mesmo
segmento de membros contralaterais. Assim, ndo se espera encontrar alteracbes como

bloqueios de conducéo e marcada disperséo temporal (que sdo considerados marcadores
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de neuropatias desmielinizantes adquiridas). No entanto, sabe-se que algumas mutacdes
podem apresentar estas Ultimas caracteristicas, o que funcionaria como um fator de
confusdo em relacdo a etiologia da neuropatia (LEWIS; SUMNER; SHY, 2000).
Assimetria, dispersdo temporal e até bloqueios de conducdo nos exame de conducgéo
nervosa foram relatados em pacientes com CMT1C, com mutacdo em LITAF (STREET
et al., 2003; BENNETT et al., 2004) e em pacientes com CMT1B, por mutagéo no gene
MPZ (MURPHY et al., 2011; O’CONNOR et al., 2012; STREET at al., 2002), no
entanto parecem nem sempre resultar de alteracdes inflamatdrias podendo ocorrer em
decorréncia das disfun¢des causadas pelas proprias mutagoes.

Em pacientes com CMTX geralmente se encontra, no estudo da condugéo
nervosa, uma diminuicdo uniforme da velocidade de condugdo motora na faixa
intermediaria (25-45 m/s), podendo eventualmente aparecer dispersdo temporal e
bloqueios de conducdo. As alteracbes neurofisiologicas tendem a ser mais marcadas em
homens do que em mulheres (NICHOLSON; NASH, 1993; DUBOURG et al., 2001).

Alguns pacientes podem apresentar estudos de condugdo nervosa compativeis
com CMT2, demonstrando a variabilidade fenotipica que pode suceder em decorréncia
de mutacGes em genes como MPZ, que mais frequentemente determina CMT1, sendo
que estas alteracBes axonais podem ser inclusive confirmadas em bidpsia de nervo
(LAURA et al., 2007).

1.2.7 Tratamento

Atualmente ndo se dispde de tratamento comprovadamente curativo/modificador
de doenca para a doenca de Charcot-Marie-Tooth. Tentativas de tratamento envolveram
0 uso de &cido ascorbico (GESS et al, 2015), curcumina (KHAJAVI et al, 2007),
antagonistas da progesterona, inibidores HDAC6 (D'YDEWALLE et al, 2011) e fatores
neurotroficos (SAHENK et al, 2005).

O acido ascorbico reduziu a gravidade da neuropatia em camundongos
transgénicos com super-expressao de PMP22 (modelo animal de CMT1A) em
comparagdo a animais ndo tratados. No entanto, ensaios clinicos com &cido ascorbico
em pacientes com CMT1A néo se mostraram bem sucedidos (PAREYSON et al., 2011).



37

Em ratos transgénicos que funcionam como modelos de CMTL1A, antagonistas
da progesterona foram capazes de reduzir expressio de mRNA PMP22, retardar a
progressao da atrofia muscular e determinar melhoras em aspectos neuropatoldgicos.
Entretanto, os antagonistas atualmente disponiveis apresentam alta toxicidade, o que
impede a sua administracdo a pacientes com CMT1A, aguardando-se o0
desenvolvimento de analogos mais seguros (MEYER ZU HORSTE et al, 2007).

A curcumina mostrou algum efeito em modelos animais de CMT1B, aguardando
por outros estudos, incluindo em pacientes (PATZKO et al, 2012).

Recentemente, em modelos experimentais de CMT1A, o0 uso de
oligonucleotideos anti-sense  produziu melhora nos pardmetros  clinicos,
neurofisiologicos e morfolégicos dos animais acometidos por neuropatia que simula
CMT1A em humanos (ZHAO et al., 2018).

O manejo deve ser realizado de maneira multidisciplinar, com o envolvimento
de neurologistas, ortopedistas, fisiatras, fisioterapeutas, terapeutas ocupacionais
(MCCORQUODALE; PUCILLO; JOHNSON, 2016).

Outro ponto fundamental € se evitar, sempre que possivel, condi¢cdes que
sabidamente podem levar a piora da neuropatia nestes pacientes. Como exemplo, pode-
se citar o diabetes mellitus, o tabagismo, o etilismo, medicagdes (dentre eles alguns
quimioterapicos como a vincristina, cisplatina e a carboplatina, além de analogos
nucleosideos) (PANAS et al., 2014).

1.3 Concomitancia entre neuropatias hereditarias e adquiridas

Desde época anterior a determinagdo mais precisa dos mecanismos moleculares
das neuropatias hereditéarias, alguns pacientes foram suspeitos de albergarem
neuropatias inflamatdrias e hereditarias ao mesmo tempo.

Dicky e colaboradores apresentaram um grupo de pacientes com uma neuropatia
hereditaria responsiva a corticosterdides em 1982. Desde entdo, outros autores tém
descrito casos sugestivos de sobreposi¢do, embora também tenham sido apresentados
pacientes com suposta sobreposicdo, nos quais 0 mais provavel é que tenha havido erro
diagnostico (pacientes com CMT sendo inicialmente diagnosticados como PIDC). A

falta de clara histéria familiar, o inicio tardio, sintomas sensitivos positivos (como dor
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neuropatica) e a rapida progressdo dos sintomas sédo fatores que podem ser observados
nos casos de diagndstico incorreto e utilizagdo de um ou mais tratamentos
Imunossupressores, sem sucesso, por estes pacientes (RAJABALLY et al., 2016). A
biopsia de nervo destes pacientes pode, inclusive, mostrar infiltrados inflamatorios
esporadicos de macrofagos, mondcitos e linfocitos T CD45Ro+ que também podem
funcionar como um fator confundidor da presenca de doenca inflamatdria como
determinante da neuropatia periférica, embora possa ser uma explicacdo para a
heterogenidade fenotipica, devido a atividade inflamatdria sobreposta a alteracdo
degenerativa determinada pela presenca da mutacdo. No entanto, essas interacdes e seus
determinantes ainda aguardam uma melhor explicacdo para a definicdo de causa ou
consequéncia deste infiltrado inflamatério (DACCI et al., 2012; O’CONNOR et al.,
2012).

Segundo Milley et al. (2018), comparados aos pacientes ndo-CMTL1A, os
mecanismos desimunes tais como polineuropatia inflamatéria, deficiéncia isolada de
IgG e IgA, lGpus eritematoso sistémico, tireoidite autoimune ou vasculite foram mais
frequentemente associados com duplicacdo do PMP22 do que seria esperado pelo acaso
(6,5%, N=6, 5 pacientes ndo relacionados, p<0,01).

N&o hd como se afirmar que essa sobreposicdo seja ligada a uma mutacdo
especifica. A maioria dos pacientes relatados apresenta CMT1A (que é a causa mais
frequente de CMT entre todas as populagdes), no entanto também ja foram relatados
pacientes que apresentavam mutacdes em GJB1, LITAF e MPZ (RAJABALLY et al,
2016).

A crescente identificacdo destes pacientes tem permitido o estudo das
caracteristicas que sugerem a sobreposicdo entre as doencas, bem como as situacdes
responsaveis pelo erro diagndstico. Em relacdo as caracteristicas ja levantadas por
diferentes autores, destacam-se: progressao rapida dos sintomas, presenca de sintomas
sensitivos positivos, presenca de bloqueio de condugcdo nervosa na ENMG,
hiperproteinorraquia, presenca de infiltrado inflamatério na bidpsia de nervo e resposta
ao tratamento imunomodulador (GINSBERG et al., 2004), acrescido de presenca de
fraqueza proximal (MARQUES et al., 2010).

Scelsa (2010) descreveu o caso de mée e filho com uma neuropatia sensitivo-
motora assimétrica, de predominio em membros superiores, compativel com a
Sindrome de Lewis e Sumner, responsiva a corticoides. Na analise molecular destes
pacientes (duplicacdo do PMP22, sequenciamento de PMP22, GJB1, MPZ, EGR2,
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NFL, MFN2 e LITAF) encontrou-se apenas o polimorfismo isoleucina92valina, no gene
LITAF. O autor sugeriu 0 nome de FaDSAM (familial, demyelinating sensory and motor
polyneuropathy with conduction block) para esta condigdo e ponderou que embora a
alteracdo encontrada seja considerada um polimorfismo benigno, ela poderia estar
causando modificacdo da expressdo de outro gene ndo identificado, associado a
neuropatia.

Em modelos animais, neurite autoimune experimental pode ser desencadeada
por imunizacao contra as proteinas PO (MILNER et al, 1987) e PMP22 (GABRIEL et
al, 1998), o que poderia sugerir a participacdo destas proteinas na génese da

sobreposicdo com neuropatia inflamatoria em pacientes com CMT.
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2 OBJETIVOS:

2.1 Geral:
Investigar a presenca de mutacfes e polimorfismos nos genes PMP22, GJB1
(Cx32), LITAF e MPZ (PO) em pacientes com diagndstico inicial de polineuropatia

inflamatdria desmielinizante cronica.

2.2 Especificos:

Avaliar a frequéncia de mutacdes e polimorfismos no gene PMP22 em pacientes
com o diagndstico de polineuropatia inflamatdria desmielinizante cronica;

Avaliar a frequéncia de mutagdes e polimorfismos no gene GJB1(Cx32) em
pacientes com o diagndstico de polineuropatia inflamatdria desmielinizante cronica;

Avaliar a frequéncia de mutacgdes e polimorfismos no gene LITAF em pacientes
com o diagndstico de polineuropatia inflamatdria desmielinizante cronica;

Avaliar a frequéncia de mutaces e polimorfismos no gene MPZ (PO) em
pacientes com o diagndstico de polineuropatia inflamatdria desmielinizante cronica;

Determinar se o0s pacientes mutados apresentavam concomitancia entre
polineuropatia inflamatdria desmielinizante crénica e Doenca de Charcot-Marie-Tooth;

Determinar a porcentagem de falsos diagnosticos (pacientes com CMT,
diagnosticado e tratado como PIDC);

Levantar as caracteristicas clinico/laboratoriais que permitam o diagnéstico de
sobreposicédo entre PIDC e CMT;

Compreender os fatores que levaram a confusdo diagndstica entre polineuropatia

inflamatdria desmielinizante cronica e Doenca de Charcot-Marie-Tooth.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram incluidos neste estudo pacientes que apresentavam diagndstico PIDC, de
acordo com os critérios da EFSN (VAN DEN BERGH et al., 2010):
1- Critério Clinico:
Qualquer paciente com polirradiculoneuropatia progressiva, simétrica ou
assimétrica, no qual o curso clinico é remitente, ou recorrente, ou progressivo por
mais de dois meses, especialmente se existem sintomas sensitivos positivos,
fraqueza proximal, arreflexia sem perda de massa muscular, ou preferencialmente
perda de sensibilidade vibratoria ou cinético postural.
a) PIDC tipico
Fraqueza proximal e distal simétrica, recorrente, em “degraus” ou cronicamente
progressiva e disfuncdo sensitiva em todas as extremidades, desenvolvendo-se
por pelo menos dois meses; nervos cranianos podem ser afetados; e
Auseéncia ou reducdo dos reflexos osteo-tendineos em todas as extremidades.
b) PIDC atipica (ainda considerada PIDC, mas com achados diferentes)
Um dos seguintes, mas de qualquer forma como em (a) (reflexos osteo-
tendineos podem ser normais nos membros ndo afetados):
Predominantemente distal (desmielinizante adquirida distal simétrica, DADS),
ou
Assimétrica [neuropatia motora e sensitiva desmielinizante multifocal adquirida
(MADSAM), Sindrome de Lewis-Sumner], ou
Focal (por exemplo, envolvimento do plexo braquial ou lombossacro ou de um
ou mais nervos periféricos em um membro superior ou inferior),
Puramente motor, ou
Puramente sensitiva (incluindo polirradiculoneuropatia sensitiva imune cronica
afetando os processos centrais dos neurénios sensitivos primarios).
2- Critérios de excluséo
Infeccdo por Borrelia burgdoferi (Doenga de Lyme), difteria, exposi¢édo a drogas e
toxinas que provavelmente causem a neuropatia,
Neuropatia desmielinizante hereditéaria,
Disturbio esfincteriano proeminente,

Diagnostico de neuropatia motora multifocal,
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Gamopatia monoclonal IgM com altos titulos de anticorpo contra a glicoproteina

associada a mielina (anti-MAG),

Outras causas para a neuropatia desmielinizante incluindo a sindrome de POEMS,

mieloma osteoesclerdtico, radiculo-plexo-neuropatia lombossacra diabética e nao-

diabética. Linfoma do sistema nervoso periféerico e amiloidose podem

ocasionalmente ter achados desmielinizantes.

Critérios neurofisiologicos

a)

b)

Definida: pelo menos um dos seguintes

al) Prolongamento da laténcia distal motora >50% acima do limite superior da
normalidade em dois nervos (excluindo neuropatia do mediano no punho devido
a sindrome do tunel do carpo), ou

a2) Reducdo da velocidade de condugdo motora >30% do limite inferior da
normalidade em dois nervos, ou

a3) Prolongamento da laténcia da onda F >30% do limite superior da
normalidade em dois nervos (>50% se a amplitude do pico negativo do CMAP
<80% dos valores do limite inferior da normalidade),

ad4) Auséncia de onda F em dois nervos, se estes nervos tém amplitude de pico
distal do CMAP >20% do limite inferior da normalidade + >1 outro parametro
de desmielinizagdo em >1 outro nervo, ou

ab) Bloqueio parcial de condugdo motora: redugao de >50% na amplitude do
pico negativo proximal do CMAP em relacdo ao distal, se o pico distal negativo
for >20% do limite inferior da normalidade em dois nervos, ou em um nervo +
>1 outro parametro de desmieliniza¢do em >1outro nervo, ou

a6) Dispersdo temporal anormal (aumento >30% na duracdo entre 0S picos
negativo proximal e distal do CMAP) em >2 nervos, ou

a7) Aumento da duragdo do CMAP distal (intervalo entre o inicio do primeiro
pico negativo e o retorno a linha de base do Gltimo pico negativo) em mais de
um nervo (mediano > 6,6ms, ulnar > 6,7ms, peroneiro > 7,6ms e tibial > §,8ms),
+ > 1 outro pardmetro de desmielinizacédo)

Provavel

> 30% de redugdo da amplitude dos picos negativos proximais do CMAP em
relacdo ao distal, excluindo o nervo tibial, se o pico negativo distal do CMAP >
20% do limite inferior da normalidade, em dois nervos, ou em um nervo + > 1

outro parametro de desmielinizagdo em mais de um outro nervo.
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c) Possivel
Como em (a), s6 que apenas em um nervo.
4- Critérios de suporte

a. Liquido cefalorraquidiano com aumento de proteinas e contagem de
leucdcitos <10/mm?,

b. Ressonancia magnética mostrando impregnacgéo por gadolineo ou hipertrofia
da cauda equina, das raizes dos nervos cervicais ou lombossacra, ou dos
plexos lombossacro ou braquial.

c. Avaliagdo sensitiva eletrofisioldgica anormal em pelo menos um nervo:

i. Sural normal com potencial de acdo nervoso sensitivo (SNAP) em
mediano (excluindo neuropatia do mediano no punho por sindrome
do tunel do carpo) ou radial anormais,

ii. Velocidade de conducdo <80% do limite inferior de normalidade
(<70% se amplitude do SNAP <80% do limite inferior da
normalidade), ou

iii. Potenciais evocados somatossensitivos atrasados na auséncia de
doenca do sistema nervoso central.

d. Melhora clinica objetiva ap6s tratamento imunomodulador,

e. Biopsia de nervo mostrando evidéncia inequivoca de desmielinizacdo e/ou
remielinizacdo por microscopia eletrbnica ou pela analise de fibras

dissociadas.

3.1 Pacientes

Recrutaram-se pacientes com diagndstico de PIDC, cujos exames moleculares
foram realizados no Laboratério de Neurologia Aplicada e Experimental da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. A maioria destes
pacientes estava em seguimento no Ambulatério de Doencas Neuromusculares do
Hospital de Clinicas da FMRP-USP.

3.2 Obtencao das amostras

As amostras foram obtidas a partir do isolamento de DNA de leucécitos do

sangue periférico. Para tanto, 10 ml de sangue periférico foram colhidos dos
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participantes do estudo, ap0s a assinatura do termo de consentimento informado (Anexo

B, p4g. 131), utilizando-se o sistema de coleta a vacuo com anticoagulante EDTA.

3.3 Extracdo do DNA

O DNA gendmico foi extraido no Centro de Medicina Gendmica localizado no
HCFMRP, utilizando-se o seguinte protocolo recomendado pelo Maxwell® 16 Blood
DNA Purification Kit (Promega):

As amostras de sangue total foram centrifugadas 2.000 g, durante 20 minutos,
originando a separacdo do material em trés camadas: (i) uma camada inferior contendo
principalmente glébulos vermelhos; (ii) uma camada superior de plasma; (iii) e uma
camada branca fina na interface, conhecida por camada leucoplaquetaria, a qual foi
colhida cuidadosamente e utilizada como protocolo de processamento.

O DNA foi extraido da camada leucoplaquetaria de forma automatizada,
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. O método foi utilizado em conjunto
com o equipamento Maxwell® 16 Instrument, o que automatiza o processo de
purificacdo de acidos nucleicos de até 16 amostras, utilizando lise celular com
subsequente ligacdo de particulas de silica magnetizadas a &cidos nucleicos como
principio de separagdo primario.

Apds essa etapa, é feita a selecdo do protocolo de processamento. Conforme
solicitado no instrumento Maxwell® 16, as amostras sdo colocadas nos cartuchos de
reagente que, logo apds, sdo colocados na plataforma do instrumento Maxwell® 16. Em
seguida, o instrumento foi inicializado, efetuando automaticamente todos os
procedimentos do protocolo. Os passos automatizados efetuados pelo sistema
Maxwell® 16 incluem: i) lise da amostra na presenca de um agente caotropico e
detergente; (ii) ligacdo dos &cidos nucleicos a particulas de silica magnetizadas; (iii)
lavagem das particulas ligadas, isolando-as dos outros componentes celulares; (iv) e

eluicdo de acidos nucleicos.
3.4 Deteccgéo da duplicacéo/delecdo do gene PMP22
A deteccdo da duplicacdo e da delecdo do cromossomo 17pll.2-pl12 foi

realizada pela analise de marcadores micro-satélites na regido de interesse (MARQUES
et al., 2005; THOMAS et al., 1997). Os casos com resultados duvidosos foram



45

submetidos a anéalise pelo método MLPA (SLATER et al., 2004) ou por eletroforese
para se avaliar a mobilidade de fragmentos do DNA apds digestao.

3.5 Deteccdo da duplicacdo com marcadores microssatélites fluorescentes e analise
semiquantitativa em sequenciador automatico

A presenca da duplicacdo da regido 17p11.2 foi pesquisada pela analise de 15
marcadores microssatélites (Tabela 2, pag. 46) localizados dentro da regido com a
duplicacdo, amplificados pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) (BLAIR et al.,
1995; CUDREY et al, 1995; QU et al, 1996; BADANO et al., 2001) com
primers fluorescentes e andlise semi-quantitativa em um sequenciador automatico
3500XL Genetic Analyzer DNA Sequencer (Applied Biosystems) com a utilizagdo do
programa de analise GeneMapper (Applied Biosystems). O diagnoéstico da duplicacao
foi feito ou pela deteccdo de 3 alelos em pelo menos um dos marcadores e/ou por
significativa diferenca de dosagem entre os alelos de um mesmo locus (de acordo com
THOMAS et al., 1997). Nesta condi¢do, a propor¢do entre a altura ou a area dos dois
alelos é inferior a 40:60 nos alelos duplicados e maior nos ndo duplicados (THOMAS
et al., 1997). Para que o diagnostico da duplicacdo seja preciso, todos os microssatélites

informativos (ndo homozigotos) devem estar duplicados.

3.6 MLPA (Multiplex ligation-dependent probe analysis)

O diagndstico da duplicacdo 17p11.2-p12 pelo MLPA foi realizado com o
kit diagnostico disponibilizado pela MRC-Holland. Aproximadamente 100 ng de
DNA gendmicoem 5 pL de buffer TE foram misturados a 1,5 uL. da mistura
de sondas, contendo duas sondas para cada sequéncia alvo, um oligonucleotideo
sintético curto e um nucleotideo sintético longo derivado da sequéncia M13, que
conta com fragmento especifico que permite a diferenciacdo de todas as sondas
utilizadas. A seguir as sondas especificas sdo aneladas e ligadas. 10 pL do mix
polimerase, contendo um par de iniciadores marcados com substancia fluorescente (D4)
é adicionado a 40 uL do mix de ligacdo e amplificado por PCR (33 ciclos). O produto
final é lido no sequenciador ABI-3500XL (Applied Biosystems) e analisado pelos
programas GENESCAN e GENOTYPER. Na presenca de delecdo o sinal da
fluorescéncia de um exon deletado sera 50% menor que o do controle, enquanto um
fragmento duplicado apresentara fluorescéncia 50% mais intensa. Para maior

seguranga, sdo analisadas 34 diferentes sequéncias da regido de interesse.
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Marcador Sequéncia
D17S2218 F- (FAM)-AAATGCTTGTGGATTAGTTG
R-GTGTCTTGGGTACCTTTATGTTTTCTT
D17S2217 F-(HEX)-TGCAACACCAGTCAACACAG
R-GTGTCTTGCTTTCATTCTGAGCATTGG
D17S2219 F-(TET)-ATAAAAGATGAGTTGCTTGG
R-GTGTCTTAATCGTTCATGTTGTGGATG
D17S52225 F-(FAM)-TGTATCTGGGAGTATTCACG
R-GTGTCTTGCACCTTTATGGGGAGTTAG
D17S2226 F-(TET)-GCATTCTTGTCTCAGTCCTG
R-GTGTCTTCCAGAGCTAACACCACATTC
D17S52220 F-(FAM)-CCTCAGTCATCTTTCTCCTT
R-GTGTCTTTGGGCAACAGAGCAAAATCC
D17S2221 F-(FAM)-GAAAATTTCCCAAAAGG
R-GTGTCTTCCTCTCCCTGAGTGTCTGGT
D17S2224 F-(TET)-GTGTCTTGTTCATTCTATCGTCTCAAA
R-AAGGCTACCATAAATCTTGT
D17S52229 F-(HEX)-CCCATTCCATAGTCATCAGA
R-GTGTCTTTGCCATTTTACCACAAGAGG
D17S2216 F-AGGCACGGGATTAGGAAGTT
R-GTGTCTTGCAGTTTGGAAGGCTGGAGA
D1752227 F-(FAM)-TTAAACTAGCATTCTTCCAA
R-GTGTCTTTAACCAGTTTCATCTCACAG
D17S2228 F-(HEX)-GGCTGTCATAAATGTTCCTA
R-GTGTCTTAGGTAAAGGTTCTGGTGAGC
D1752223 F-(FAM)-TACAAGAAAGGGAACAAAGC
R-GTGTCTTTGAAGAAGCAAGAGACGAGT
D1752222 F-(FAM)-CCCTGAGTCTCTTACTTTCT
R-GTGTCTTTGAGATGGATAGAGCTATGG
D17S52230 F-(TET)-GGAAACTGATGTCTAAAACT

R-GTGTCTTGTGAATCCAGGAGGCAGAGC
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3.7 Sequenciamento dos genes PMP22, GJB1 (Cx32), LITAF e MPZ (P0)

Os pacientes negativos para a duplicacdo/delecdo da regido 17p11.2-p12 foram
submetidos a sequenciamento bidirecional direto dos genes PMP22, GJB1 (Cx32),
LITAF e MPZ (P0) pela técnica de sequenciamento de Sanger, através da utilizacédo de
primers sense e anti-sense dos referidos genes utilizando-se o kit de ciclo de
sequenciamento BigDye terminator v3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) e 0
Sequenciador ABI 3500XL (Applied Biosystems) de acordo com os protocolos do

fabricante.

3.7.1 Selecéo dos primers:

3.7.1.1 Gene PMP22 (Proteina 22 da mielina periférica)

As sequéncias dos primers empregados na andlise para pesquisa de mutacdes no
gene PMP22 foram as mesmas utilizadas por Takashima, Boerkoel e Lupski (2001),
descritas na tabela 3. Posteriormente, as sequéncias foram conferidas usando-se uma
ferramenta de PCR in silico através do site University of California, Santa Cruz (UCSC)
(KENT et al., 2002).

3.71.2 Gene LITAF (Fator alfa de necrose tumoral induzido por
lipopolissacarideo)

As sequéncias dos primers empregados na analise para pesquisa de mutagdes no
gene LITAF foram as mesmas utilizadas por Street et al. (2003), descritas na tabela 3, na
pagina seguinte. Posteriormente, as sequéncias foram conferidas usando-se uma
ferramenta de PCR in silico através do site University of California, Santa Cruz (UCSC)
(KENT et al., 2002).

3.7.1.3 Gene GJB1 (Conexina 32)

As sequéncias dos primers empregados na andlise para pesquisa de mutagcdes no
gene da Cx32 foram as mesmas utilizadas por Takashima, Boerkoel e Lupski (2001),
descritas na tabela 3, a seguir. Posteriormente, as sequéncias foram conferidas usando-
se uma ferramenta de PCR in silico através do site University of California, Santa Cruz
(UCSC) (KENT et al., 2002).
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3.7.1.4 Gene MPZ (Proteina Zero da Mielina)

As sequéncias dos primers empregados na andlise para pesquisa de muta¢cdes no
gene MPZ foram as mesmas utilizadas por Takashima, Boerkoel e Lupski (2001),
descritas na tabela 3, a seguir. Posteriormente, as sequéncias foram conferidas usando-
se uma ferramenta de PCR in silico através do site University of California, Santa Cruz
(UCSC) (KENT et al., 2002).
Tabela 3 - Primers dos genes GJB1, LITAF, MPZ e PMP22 utilizados

Gene Exon Primer

GJB1 1F 5’-TGTAAAACGACGGCCAGTTGAGGCAGGATGAACTGGACAGGT-3’
1R 5’-CAGGAAACAGCTATGACCTTGCTGGTGAGCCACCTGCATGGC-3’
2F 5’-TGTAAAACGACGGCCCAGTATCTCCCATGTGCGGCTGTGGTCC-3’
2R 5’-CAGGAAACAGCTATGACCGATGATGAGGTACACCACCT-3’
3F 5’-TGTAAAACGACGGCCAGTCGTCTTCATGCTAGCTGCCTCT-3’
3R 5’-CAGGAAACAGCTATGACCTGGCAGGTTGCCTGGTATGT-3’

LITAF 2F 5’>-TGTTTGCCAGAAAGAAAATTGA-3’

2R 5’-TGGAACGTACTGGCACTTCA-3’
3F 5’-CCTGCGTTCCTCTCTTTGTC-3’
3R 5’-AATGTCTGGCCCTGAATGTC-3’
4F 5’-CCAGTGTTCACCCTGTTGTG-3’
4R 5’-AAGATATTCGGATAGGGCAATG-3’

MPZ 1F 5’-CCACCTCTCAACTGCACATG-3’
1R 5’-ATTGCTGAGAGACACCTGAGTCC-3’
2F 5’-TCCTCTGTATCCCTTACTGG-3’
2R 5’-TTTGAAGCACTTTCTGTTATCC-3’
3F 5’-GGAGCTAAGCTTTGACAGCTGTG-3’
3R 5’-ATCCCCTCCCAAACTGCTTC-3’
4F 5’-CGGACTAGGAACCACAGATAC-3’
4R 5’-TCCGCCCAGATGGGGGATAG-3’
5F 5>-TGTGTCCGCGGTGCAAGGGGTTC-3’
5R 5’-CTCCCAGGGTTCTCCTTCCCA-3’
6F 5’-AAGCCCCAGTCGCTCGGTGA-3’
6R 5’-CTTTGGGCCTTTGGCGGACTC-3’

PMP22 2F 5’-CTAGTGCGCGGGACCCTC-3’

2R 5’-CTGAACCAGCAGGAGCACGGGCTG-3°
3F 5’-CATGCAGGGGTGGGCGGTGTG-3’
3R 5’-GGGCTGAGAAACGTGTTACAG-3’
4F 5’-TGGCCCTTCAGGCCCTGCACCT-3’
4R 5’-CCCACACATACAAGCACCCACCCTCA-3’
5F 5’-TTCCTACCCAGCAATTGTCAGC-3’

5R 5’-CTTCCTCCCTTCCCTATGTACG-3’

F: sequéncia forward (sense); R: sequéncia reverse (antisense)
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As reacOes em cadeia da polimerase foram montadas a temperatura de

aproximadamente 4°C (no gelo) e realizadas em temocicladores ABI, sendo utilizados

0s seguintes protocolos de sequenciamento:

3.7.2.1 Proteina 22 da mielina periférica (PMP22):

O protocolo de sequenciamento do gene PMP22 esta descrito nas tabelas 4 e 5, a

sequir.

Tabela 4 - Protocolo da reacdo de PCR para o gene PMP22.

Reagente Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5
ddH20 20,4 pl 20,4 pl 22,5 ul 33,4 ul
Buffer 10x 5,0 ul 5,0 ul 5,0ul 5,0ul
dNTP 5,0 ul 5,0 ul 50ul 50ul
MgCl, 3,0 ul 3,0 ul 1,0 ul 3,0 ul
DMSO 3,0 ul 3,0 ul 3,0 ul -
Betaina 10,0 pl 10,0 pl 10,0 pl -
Primer PMP 22 R 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul
PMP 22 F 1,0 pl 1,0 pl 1,0 ul 1,0 ul
DNA 2,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul
Taq 0,6 pl 0,6 ul 0,5 ul 0,6 ul
Tabela 5 - Perfil térmico da reacdo de PCR para o gene PMP22.
Programa Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5

(Ta/xN ciclos) (Ta/xN ciclos)

(Ta/xN ciclos)

(Ta/xN ciclos)

95°C - 5 minutos

95°C - 30 segundos

Ta°C - 30 segundos

72°C - 30 segundos

72°C - 10 minutos
4°C - o

67/x30 63/x35

65/x30

62/x40

Ta — temperatura de anelamento; XN — nimero de ciclos

3.7.2.2 Fator alfa de necrose tumoral induzido por lipopolissacarideo (LITAF):

O protocolo de sequenciamento do gene LITAF esta descrito nas tabelas 6 e 7, a

sequir.



Tabela 6 - Protocolo da reacdo de PCR para o gene LITAF.
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Reagente Exon 2 Exon 3 Exon 4
ddH20 34,9 ul 33,5 ul 34,9 ul
Buffer 10x 5,0 ul 5,0 ul 5,0 ul
dNTP 5,0 ul 5,0 ul 50ul
MgCl, 1,5ul 1,5l 1,5l
Primer LITAFR 1,0 pl 1,0 ul 1,0 ul
LITAFF 1,0 pl 1,0 pl 1,0 ul
DNA 1,0 ul 1,0 pl 1,0 ul
Taq 0,6 pl 0,5 ul 0,6 ul
Tabela 7 - Perfil térmico da reacdo de PCR para o gene LITAF.
Programa Exon 2 Exon 3 Exon 4
(Ta/xN ciclos) (Ta/xN ciclos) (Ta/xN ciclos)

95°C - 5 minutos
95°C - 30 segundos
Ta°C - 30 segundos 61/x35 63/x35
72°C - 30 segundos
72°C - 10 minutos
4°C -

65/x35

Ta — temperatura de anelamento; XN — nimero de ciclos

3.7.2.3 Conexina 32 (GJB1):

O protocolo de sequenciamento do gene GJB1 (Cx32) esta descrito nas tabelas 8

e 9, a seguir.

Tabela 8 - Protocolo da reacdo de PCR para 0 gene GJB1.

Reagente Exon 1 Exon 2 Exon 3

ddH20 31,6 pl 31,0 ul 31,0 ul

Buffer 10x 5,0 ul 5,0 ul 50ul

dNTP 5,0 ul 5,0 ul 5,0l

MgCl; 50ul 5,0 ul 5,0 ul

Primer GJB1 R 0,5 ul 0,8 ul 0,8 ul
GJB1F 0,5 ul 0,8 ul 0,8 ul

DNA 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul

Taq 0,4 ul 0,4 ul 0,4 ul

Tabela 9 - Perfil térmico da reacdo de PCR para o gene GJB1.

Programa Exon 1 Exon 2 Exon 3

(Ta/xN ciclos) (Ta/xN ciclos) (Ta/xN ciclos)

94°C - 5 minutos
94°C - 30 segundos
Ta°C - 30 segundos 70/x33 67/x35
72°C - 30 segundos
72°C - 10 minutos
4°C - oc

69/x35

Ta — temperatura de anelamento; XN — ndmero de ciclos



3.7.2.4 Proteina Zero da Mielina (MPZ):
O protocolo de sequenciamento do gene MPZ (P0) esta descrito nas tabelas 10 e
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11, a sequir.

Tabela 10 - Protocolo da reacdo de PCR para o gene MPZ.

Reagente Exonl Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 EXxon6

ddH20 316 31,0 310p  354ul 354u 254l

Buffer 10x 5,0 ul 5,0 ul 5,0 ul 5,0 ul 5,0 ul 5,0 ul

dNTP 5,0 ul 5,0 ul 5,0 ul 5,0 ul 5,0 ul 50ul

MgCl; 5,0 ul 5,0 ul 5,0 ul 1,0l 1,0 ul 1,0 ul

Betaina - - - - - 10,0l

Primer MPZ R 0,5 ul 0,8 ul 0,8 ul 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul
MPZ F 0,5 ul 0,8 ul 0,8 ul 1,0 pul 1,0 pl 1,0 ul

DNA 2,0 ul 2,0 ul 2,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul

Taq 0,4 ul 0,4 ul 0,4 ul 0,6 ul 0,6 pl 0,6 ul

Tabela 11 - Perfil térmico da reacdo de PCR para 0 gene MPZ

Programa Exonl Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon6

(Ta/xN ciclos)

95°C - 5 minutos

95°C - 30 segundos

Ta°C - 30 segundos 65/x34  62/x34  65/x34  65/x34  65/x34  63/x34

72°C - 45 segundos
72°C - 10 minutos
4°C - oc

Ta — temperatura de anelamento; XN — nimero de ciclos

3.7.3 Reacdo de sequenciamento

Apbs a realizacdo da amplificacdo dos genes descritos, foi realizada reacao de

sequenciamento direto, em ambas as direcbes, através de eletroforese capilar no
equipamento ABI PRISM 3500XL (Applied Biosystems), com utilizacdo da quimica
Big Dye (Applied Biosystems). A anélise do seuquenciamento foi realizada através do
software Sequencing Analysis v 6.0 (Applied Biosystems).

O protocolo empregado foi o seguinte:

As amostras foram preparadas com o kit de reagdo ABI Prism Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready (Applied Biosystems). Para cada amostra a ser
sequenciada, utilizaram-se aproximadamente 200-500ng de DNA (1-2 pul), 2 ul de
primer 5pM/ul (especifico para cada regido analisada), 2 pl de Big Dye
(deoxinucleotideos, dideoxinucleotideos fluorescentes, enzima Tag DNA-Polimerase), 2
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ul de tampao de dilui¢do do Big Dye (200mM Tris-HCI pH 9,0 e 5mM de cloreto de
magnésio) e dgua milli-Q estéril, suficiente para um volume final de 10 pl.

O programa de PCR utilizado foi o seguinte:

Desnaturacdo — 96°C por 2 minutos (passo inicial)

Desnaturacdo — 96°C por 45 segundos

Pareamento — 50°C por 30 segundos

Extensdo — 60°C por 4 minutos

NUmero total de ciclos = 35

Manutencdo: 4°C por tempo indeterminado

3.7.4 Precipitacéo da reacao de sequenciamento em placas:

Apos a reacdo de sequencimento, os 10 ul de cada reacdo foram transferidos
para uma placa com 96 pocos, contendo 1,0 ul de EDTA e 1,5 ul de Acetato em cada
poc¢o. Ap6s 1 minuto de homogeinizacgdo, foi acrescentado 30 ul de etanol 100% gelado
e novamente homogeinizado por 1 minuto, sendo entdo deixada em repouso por 15
minutos a temperatura ambiente. A placa foi a seguir centrifugada (3000rpm por 30
min), invertida e realizado spin de 200g por 20 segundos. A cada pog¢o foi entdo
acrescentado 35 ul de etanol 70% gelado. A placa foi novamente centrifugada a
2500rpm por 15 min, sendo imediatamente realizado novo spin de 200g por 20
segundos com a placa invertida. Para secagem da placa a mesma foi submetida a
temperatura de 60°C por 10 min. No momento da corrida, foram acrescentados 10 ul de
formamida gelada e realizada desnaturacdo com a utilizacdo de temperatura de 95°C por
5 minutos, seguida pela imediata colocacdo da placa em cuba de gelo por, no minimo,

dois minutos.

3.7.5 Reacdo de eletroforese e andlise das sequéncias:

A reacgdo de eletroforese foi realizada em sequenciador automéatico ABI3500XL
(Applied Biosytems, Foster City, CA, EUA). As imagens dos eletroferogramas e a
sequéncia dos nucleotideos obtidos no sequenciamento foram feitas com os programas
Sequence Analysis — Applied Biosystems versdo 6.0 e SeqMan (Lasergene — DNAStar
®).
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3.7.6 Nomenclatura

Todas as alteracdes encontradas no presente trabalho foram nomeadas de acordo
com as diretrizes da Human Genome Variation Society (HGVS) (DEN DUNNEN et al.,
2016) e do American College of Medical Genetics and Genomics (RICHARDS et al.,
2015). Além disso, foi utilizada uma ferramenta de bioinformatica, disponivel online,
que foi projetada para confirmar as descri¢cdes das variantes levando em consideracgéo as
normas da HGVS, chamada Mutalyzer (WILDEMAN et al., 2008).

3.7.7 Bioinformética

3.7.7.1 Estudo in silico

Para todas as alteracfes encontradas no trabalho, mesmo para aquelas que ja
haviam sido descritas na literatura, foram realizados estudos in silico, utilizando-se de
ferramentas de bioinformatica para a predicdo de patogenicidade.

Os programas utilizados foram SIFT, Polyphen2 e MutationTaster que se
utilizam de diferentes algoritmos para fazer essa predicao.

O SIFT (Sorting Tolerant From Intolerant) baseia-se na conservacéo evolutiva
dos aminoacidos dentro da familia de proteinas, utilizando-se da homologia de
sequéncias em bancos de dados. Posicdes altamente conservadas tendem a ser
intolerantes a substituicdo, ao passo que aquelas com baixo grau de conservagdo
tolerariam mais essas substituigdes. Com base nisso, desenvolveu-se um algoritmo,
onde os resultados quanto mais proximos de zero, mais deletéria serd a alteracdo
encontrada (KUMAR; HENIKOFF; NG, 2009).

PolyPhen-2  (Polymorphism Phenotyping v2) utiliza-se de informagoes
estruturais da proteina e faz comparacGes evolutivas. Com base nisso, desenvolveu-se
um algoritmo, que ao contrario do SIFT, resultados quanto mais proximos de um (1),
mais deletéria sera a alteracdo encontrada (ADZHUBEI; JORDAN; SUNYAEV, 2013).

MutationTaster integra informacdes de diferentes bancos de dados biomédicos e
se utiliza de ferramentas de anélises estabelecidas. A anélise baseia-se na conservagédo
evolutiva, alteracdes em regides de splice, perda de funcdo da proteina e mudancas na
expressao génica (SCHWARZ et al., 2010).
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3.7.7.2 Estudo de Frequéncia em bancos de dados populacionais

O EXAC (Exome Aggregation Consortium) é uma coligacdo de pesquisadores
que buscam consolidar os dados de varios projetos de sequenciamento de exomas, e
torna-los publicos para toda a comunidade cientifica. O conjunto de dados envolvidos
nesse site abrange 60.706 individuos ndo relacionados que foram sequenciados como
parte de varios estudos genéticos de doencas especificas na populagdo. Foram
removidos individuos afetados por doenca pediatrica grave, pois se acreditava que assim
estariam excluindo individuos afetados por doencas mendelianas de inicio na infancia
(LEK et al., 2016).

Também foram realizadas pesquisas nos bancos de dados, como o 1000
Genomes e NHLBI Exome Sequencing Project (ESP) do National Heart, Lung, and
Blood Institute. Ambos sdo projetos de exoma, que ja foram finalizados e que
contrubuiram com dados para a realizacdo do projeto EXAC. O 1000 Genomes
sequenciou 2.504 individuos de 26 diferentes populages, e 0s dados podem ser obtidos
através do site do European Bioinformatics Institute (EBI)/Ensembl (YATES et al.,
2016). Ja o projeto ESP, sequenciou 6.503 individuos e os dados podem ser obtidos
através do site do Exome Variant Server, NHLBI (EVS, 2018). Também se utilizaram
dados disponiveis no ABraOM (Brazilian Genomic Variants), que se constitui em um
banco de dados de variantes genémicas encontradas em uma coorte de idosos
brasileiros, que sdo menos propensos a portarem mutacdes patogénicas de doencas que
se iniciariam na infancia ou na idade adulta (NASLAVSKY et al., 2017).

A tabela 12, na pagina seguinte, resume as ferramentas de bioinformatica

utilizadas.

3.7.8 Critério para sobreposicao entre polineuropatia inflamatoria desmielinizante
crbnica e Doenca de Charcot-Marie-Tooth.

O critério utilizado para confirmar a sobreposi¢do entre PIDC e CMT foi a resposta
positiva ao tratamento imunomodulador e/ou imunossupressor, nos pacientes do estudo

em que foram identificadas mutacfes nos genes PMP22, GJB1, MPZ e LITAF.
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Tabela 12 - Banco de dados e sites utilizados

BANCOS DE DADOS / PROGRAMAS PARA ANALISES IN SILICO

https://genome.ucsc.edu/
http://www.genatlas.org/
SEQUENCIA http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://www.ensembl.org/index.html
NOMENCLATURA http://varnomen.hgvs.org/
https://mutalyzer.nl/

http://exac.broadinstitute.org/

POPULACIONAIS http://evs.gs.washington.edu/EVS

http://abraom.ib.usp.br/

http://www.omim.org/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

http://www.hgmd.org

DOENCA/MUTACAO https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusld=54332
http://mitodyn.org/home.php?select_db=GDAP1

http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/Mutations/Mutations.c
fm?Context=20

PROTEINA http://www.uniprot.org/

http://www.mutationtaster.org - Mutationtaster
PROGRAMAS DE

PREDICAO http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2 - Polyphen2

http://sift.jcvi.org - SIFT

3.7.9 Andlise estatistica

Os resultados representados por variaveis continuas foram expressos em termos
de média e desvio padréo, sendo a mediana, valores minimos e maximos apresentados
quando pertinente. As varidveis categéricas foram expressas sob a forma de
porcentagens, em relacdo ao grupo total ou aos subgrupos, conforme apropriado. As
diferencas entre os grupos foram avaliadas com a utilizacdo dos testes t pareado, Mann-
Whitney, ANOVA e Kruskal-Walis, no caso das variaveis continuas, ou através do teste
do qui-quadrado e do teste de Fisher, no caso das varidvies categdricas, quando

pertinente. Significancia estatistica foi atribuida ao achado de p<0,05.

3.7.10 Consideracdes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-
FMRP/USP de acordo com o processo HCRP n° 14586/2010.


http://evs.gs.washington.edu/EVS
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da amostra

Foram incluidos 119 pacientes, sendo a idade média de 44,33+£19,17 anos,
variando de 2 a 83 anos (mediana de 48 anos). Destes, 42 (35%) eram do sexo feminino
e 77 (65%) do sexo masculino. Em relacdo a cor da pele, setenta e nove pacientes eram
brancos (66,4%), seguidos por 12 pardos (10%), cinco negros (4%) e um amarelo
(0,8%). Nao havia referéncia a cor da pele em 22 casos (18,8%).

Os sintomas se iniciaram aos 41,13+19,51 anos, variando dos seis meses de
idade aos 78 anos, com mediana de 44,5 anos. No inicio os sintomas foram sensitivos
em 64 (54%) pacientes, motores em 45 (38%) e sensitivo-motores em 10 (8,40%)
pacientes.

A presenca de um evento antecedente foi referida por 10 pacientes (8,40%),
sendo infecgdes em sete casos, uso de interferon para tratamento de hepatite, gestacéo e
perda de peso em um caso cada. Um paciente referiu um episddio prévio diagnosticado
como Sindrome de Guillain-Barré. Dois pacientes referiram historia familiar de
neuropatia, porém sem maiores detalhes no prontuario que permitissem caracterizar o
quadro.

O tempo de evolucédo até o nadir foi maior que oito semanas em 110 pacientes
(92,4%), entre quatro e oito semanas em oito pacientes (6,8%), e menor que quatro
semanas em um paciente (0,8%) (o qual teve o diagndstico inicial de polineuropatia
inflamatoria demielinizante aguda, havendo posteriormente recorréncia dos sintomas, o
que levou a reclassificagdo do mesmo como PIDC). Em 92 pacientes (77%) a doenca
apresentou carater progressivo, remitente-recorrente em 24 pacientes (20%) e se
apresentou como episédio Unico em trés pacientes (3%).

Apenas trés pacientes ndo apresentavam manifestacbes motoras na avaliacdo
inicial. Noventa e trés pacientes (78%) tinham manifestacdes motoras nos membros
superiores e inferiores. Em 21 pacientes (18%) as manifestacfes eram restritas aos
membros inferiores, sendo distais e proximais em 17 casos, e em dois pacientes (1,7%)
eram restritas a membros superiores. Em 13 pacientes (11%) houve acometimento de
nervos cranianos. Atrofias musculares foram observadas em 48 pacientes (40,3%), ndo

sendo observadas em 71 pacientes (59,7%).
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Sintomas sensitivos foram observados em 91 pacientes (76%), estando ausentes
em 27 pacientes (23%) e ndo pesquisados em uma paciente, devido a baixa idade da
mesma, na época da avalia¢éo inicial. A distribuigdo foi referida como em “bota e luva”
em 71 (78%) pacientes, em “bota” em 17 (18,68%) pacientes e em “luva” em trés
(3,29%) pacientes. Esses sintomas foram simétricos em 79 (86,81%) pacientes e
assimétricos em 12 (13,19%) pacientes.

Em 36 pacientes (30,25%) houve relato de dores, predominantemente em
membros inferiores e com caracteristicas neuropaticas. Parestesias foram relatadas por
83 pacientes (69,75%), sendo na maior parte das vezes com caracteristica em “bota e
luva”.

A alteragdo de reflexos osteo-tendineos foi principalmente dos aquileus,
abolidos em 106 pacientes e diminuidos em outros oito, apresentando alteracdo em 114
pacientes (95,79%), patelar em 106 pacientes (89,07%) (abolido em 84 e diminuido em
22), estilorradial em 100 pacientes (84,03%) (abolido em 70 e diminuido em 30),
tricipital em 98 pacientes (82,35%) (abolido em 59 e diminuido em 39) e bicipitais em
94 pacientes (78,99%) (abolido em 61 e diminuido em 33).

Dedos em martelo foram observados em 14 pacientes (11,76%) e pés cavos em
22 pacientes (18,49%). Maos em garra foram encontradas em oito pacientes (6,72%).
Escoliose foi um achado em dois pacientes (1,68%). A presenca de hipertrofia neural foi
constatada em sete pacientes (5,88%).

O liquor foi obtido em 100 pacientes (84,03%) e mostrou contagem média de
células de 3,2+6,6 células por mm?, variando de 0 a 56 células, com mediana de duas
células. O valor mais alto encontrado foi de um paciente cujo liquor foi obtido ap6s o
inicio do tratamento com imunoglobulina. Foi observada hiperproteinorraquia com
valor médio de 96,71+£77,40 mg/dL, variando de 14 a 504 mg/dL, com mediana de
79,50 mg/dL.

A eletroneuromiografia mostrou neuropatia desmielinizante em 111 pacientes
(93,27%), sendo referida como assimétrica em 100 pacientes (90,09%). Em quatro
casos (3,36%) os achados foram compativeis com neuropatia axonal e em um caso
(0,84%) foi encontrado achado compativel com desnervacdo parcial cronica. Nao foi
observado relato de eletroneuromiografia em trés pacientes.

Em relacdo ao tratamento, quatro pacientes (3,36%) tinham quadro clinico
considerado leve e estavel, ndo tendo recebido qualquer tipo de tratamento

medicamentoso, permanecendo em observacdo em relacdo a deterioracdo clinica. Nos
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outros 115 pacientes (96,63%), foi utilizada alguma intervencdo imunomoduladora e/ou
imunossupressora, sendo as mais frequentes 0 emprego de corticoide em 85 pacientes
(71,43%), sendo o uso isolado em 41 pacientes, ou em combinagOes variadas com
imunoglobulina, plasmaférese e imunossupressores em 44 pacientes. Imunoglobulina
foi utilizada como tratamento isolado em 22 pacientes (18,49%) e em combinacéo
variada com imunossupressores em dois pacientes. Em cinco pacientes (4,20%) a
plasmaférese foi uma opc¢éo terapéutica seguida por manutencdo com imunoglobulina.
Um paciente (0,9%) utilizava imunossupressores como tratamento prescrito em outro
Servico.

Em relacdo ao seguimento, setenta e cinco pacientes (63,02%) tiveram evolucéo
favoravel com melhora dos sintomas, trinta e quatro pacientes (28,57%) apresentaram

estabilizacdo do quadro clinico e 10 pacientes (8,40%) apresentaram piora da doenca.

4.2 Andlise molecular e caracterizacao dos pacientes com mutacgdes

Foram encontradas mutacGes em sete pacientes (7/119, 5,9%), sendo dois
pacientes com duplicacdo do gene PMP22, dois com mutacdes no gene MPZ (PO) e trés
com mutagdes no gene GJB1 (Cx32). Nenhum desses pacientes apresentava historia
familiar de neuropatia periférica. A caracterizacdo destes pacientes é apresentada na
tabela 13 (pagina 59).

Quatro pacientes (57%) eram do sexo feminino e trés (43%) eram do sexo
masculino. Em quatro pacientes a cor informada no prontuério era branca e nos demais
ndo havia essa referéncia. A idade dos pacientes com mutacédo foi de 31,13+21,23 anos,
sendo 0 minimo de 2,9 e 0 maximo de 71 anos na avaliacdo inicial, apresentando como
mediana 24 anos. Os sintomas comecaram aos 27,23+24,44 anos, tendo como 6 meses a
idade minima, alcancando até os 69 anos como idade méaxima, sendo a mediana 21

anos.
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Tabela 13 - Caracteristicas clinicas dos pacientes com diagndstico prévio de PIDC nos quais
foram encontradas mutagoes.

Paciente Gene Sexo Idade da Idade de Manifestagao Evento

Mutacao avaliagao inicio dos clinica inicial antece-
inicial sintomas? dente

1 PMP22 M 48 42 Sensitiva Nao
Duplicagdo

2 PMP22 M 71 69 Motora Nao
Duplicagdo

3 MPZ (PO) F 3 0,6 Motora Nao
Val58Asp
(c.173T>A)

4 MPZ (PO) F 13 1 Motora Nao
Trp101Cys
(c.303G>T)

5 GJB1 (Cx32) M 20 19 Sensitiva Nao

Trp132Valfs*14
(c.394_395delTG);

6 GJB1 (Cx32) F 24 21 Sensitiva Sim#&
Trp24Cys
c.72G>T

7 GJB1 (Cx32) F 39 38 Sensitiva Nao
Argl64GIn
(c.491G>A)

&]nicio dos sintomas durante a gestacdo; * em anos

O Paciente 5 havia apresentado um episoddio motor prévio, aos 13 anos de idade,
que recebeu o diagnostico de Sindrome de Guillain Barré, e ficou com sequela motora
em membros inferiores desde entdo, mantendo-se estavel até a idade de 19 anos, quando
voltou a ter piora dos sintomas. O Paciente 1 tinha historia de diabetes mellitus e ha um
ano estava em tratamento de hanseniase, mas a evolucdo da neuropatia nao foi
compativel com as neuropatias determinadas por essas doencas. J& a Paciente 3
apresentava uma neuropatia com diagnostico sindrémico compativel com Doenca de
Dejerine-Sottas, porém ainda sem diagnéstico molecular que confirmasse sua etiologia,
até a suspeita de PIDC. Ao longo do seguimento, essa paciente também desenvolveu
diabetes mellitus tipo 1 e a evolucdo da neuropatia ndo foi compativel com neuropatia
diabética.

As queixas iniciais foram descritas como sensitivas em quatro pacientes (57%) e
motoras em trés (43%). Todos os pacientes apresentaram duracdo da piora dos sintomas
maior que oito semanas, cuja evolucao foi caraterizada como progressiva em todos, com

excecdo do Paciente 5, no qual foi classificada como remitente. Seis pacientes
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apresentaram fraqueza proximal e distal, ao passo que em um paciente a fraqueza foi
classificada como distal.

Apenas um dos pacientes apresentou envolvimento de nervos cranianos,
caracterizada por dificuldade para degluticdo, chegando inclusive a necessitar do uso de
sonda nasoentérica antes do tratamento com metilprednisolona. Quatro pacientes
apresentaram amiotrofias, as quais ndo foram observadas em trés pacientes. Sintomas
sensitivos foram relatados por quatro pacientes e estavam ausentes em dois, ndo sendo
possivel a pesquisa na avaliacéo inicial de uma paciente devido a idade da mesma. Estes
sintomas assumiram a configuracdo em bota e luva nos quatro casos. Dor foi relatada
apenas por um paciente. Todos os pacientes apresentavam abolicdo do reflexo aquileu e
de maneira variada em relacdo aos outros reflexos profundos. Dedos em martelo foram
observados em dois pacientes e pés cavos em cinco pacientes. Mao em garra foi
obervada em um paciente, e nenhum deles apresentava escoliose, no momento da
consulta inicial, sendo que a Paciente 3 desenvolveu escoliose ao longo do seguimento
ambulatorial. Em um dos pacientes foi detectada hipertrofia neural durante o exame
neuroldgico.

Em todos os pacientes a ENMG mostrou uma neuropatia desmielinizante,
caracterizada como assimétrica em cinco e simétrica em dois. Em trés pacientes havia
dispersdo temporal (dois pacientes com mutacdo no MPZ e um com mutacdo em GJB1).
Em um deles foi encontrado bloqueio de conducdo motora (com mutacdo em MPZ e
tendo diabetes mellitus tipo 1 como comorbidade).

O liquor foi avaliado em quatro pacientes e apresentou celularidade média de
0,9+1,7 leucdcitos/mm?®, tendo como valores minimo e maximo 0,1 e 25
leucdcitos/mm?3, respectivamente. Houve tendéncia a hiperproteinorraquia encontrando-
se valor médio de proteinas de 59,2+29,0 mg/dL, sendo os valores minimo de 22,8 e
maximo de 91,0 mg/dL.

Todos os pacientes realizaram bidpsia de nervo sural. Em nenhuma delas foi
encontrado infiltrado inflamatdrio. Todos apresentaram neuropatia desmielinizante, com
evidéncia de bulbos de cebolas em cinco pacientes. Degeneracdo axonal foi relatada em
quatro pacientes.

As caracteristicas do liquor, da ENMG e da bidpsia de nervo individuais séo
apresentadas na tabela 14, a seguir.
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Tabela 14 - Caracteristicas do liquor, da eletroneuromiografia e da bidpsia de nervo dos
pacientes com diagnostico prévio de PIDC nos guais foram encontradas mutacoes

Paciente Liquor Liquor Eletroneuromiografia Bidpsia Bidpsia
células proteinas Mielina infiltrado
inflamatério
1 0,16 91 Desmielinizante NU Desmielinizagdo Ausente

Bulbos de cebola

2 NR NR Desmielinizante u Desmielinizagdo Ausente
Bulbos de cebola

3 NR NR Desmielinizante U Desmielinizagdo Ausente
Bulbos de cebola

4 1 70,7 Desmielinizante NU Desmielinizagdo Ausente
Bulbos de cebola

5 2,5 52,2 Desmielinizante NU Desmielinizagao Ausente

6 NR NR Desmielinizante NU Desmielinizagdo Ausente
Bulbos de cebola

7 0,3 22,8 Desmielinizante NU Desmielinizagdo Ausente

NU: ndo uniforme; NR: ndo realizado; U: uniforme

4.2.1 Historia clinica dos pacientes nos quais foram encontradas mutacdes

A seguir, descrevemos de maneira suscinta, a histéria dos pacientes nos quais
foram encontradas mutacdes, identificando-os conforme a ordem em que sdo
apresentados nas tabelas anteriores. A resposta ao tratamento, configurando
sobreposicdo entre PIDC e CMT, foi considerada com base no relato de melhora da

funcdo motora para as atividades de vida diaria e/ou melhora documentada na ENMG.

Paciente 1

Paciente masculino, 48 anos (na avaliacdo inicial), pardo, casado, motorista
aposentado, natural do estado de Sdo Paulo e procedente do estado de Minas Gerais.

Informou, na consulta inicial, que ha seis anos iniciou formigamentos nos
membros inferiores, com lenta diminuicdo da forga nas pernas, progressiva, com piora
rapida da fraqueza hd um ano. Deambula pequenas distancias com dificuldade,
necessitando apoio de bengala, e tem quedas frequentes. Ha seis anos tem impoténcia

sexual.
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Tinha diagnéstico de diabetes mellitus ha cinco anos, com controle néo
satisfatorio. H& um ano foi feito diagndstico de hanseniase virchowiana e estava em
tratamento com dapsona, clofazimina, rifampicina e prednisona. Ex-etilista e estd em
abstencdo de uso de alcool ha 12 anos.

Né&o apresentava historia familiar de neuropatia periférica.

Ao exame mostrava marcha atéxica, sinal de Romberg ausente. Amiotrofias em
inter6sseos dorsais, regifes tenar, hipotenar, quadriceps e panturrilhas. Nervos
cranianos normais. Tetraparesia com acometimento proximal e distal, pior em membros
inferiores. Arreflexia global. Hipoestesia tatil e dolorosa em bota longa e luva.
Apalestesia artelho-maleolar e hipopalestesia em joelhos e cotovelos.

A ENMG de maio/2003 foi compativel com neuropatia sensitivo-motora
desmielinizante com componente axonal associado. Havia dispersdo temporal nos
nervos ulnares.

O exame do liquor em maio/2003 mostrou 1,6 célulassmm?® e proteina de 91
mg/dL.

Ressonancia magnética de medula em maio/2003 mostrou espessamento difuso
de raizes lombares e sacrais.

Foi realizada bidpsia de nervo sural em maio/2003. Neste exame ndo foi
evidenciado infiltrado inflamatdrio e nem presenca de bacilos alcool-&cido resistentes.
A maioria dos fasciculos apresentava acentuadissima reducdo do numero de fibras
mielinicas e formacBes em bulbo de cebola. A conclusdo informava tratar-se de
neuropatia axonal gravissima, havendo sugestdo de que anteriormente houve
componente desmielinizante significativo.

Em maio/2003 foi submetido a pulsoterapia com metilprednisolona por trés dias,
seguido por pulso mensal (um dia) com 0 mesmo medicamento de julho a novembro de
2003. Houve melhora da sensibilidade e da forca. Apds o terceiro pulso mensal andava
dois quarteirdes sem necessidade de bengala, mas ainda precisava apoiar-se para subir
escadas.

Em junho de 2005, houve piora da forca em pernas e bracgos, tendo sido
submetido a pulsoterapia com IglV por cinco dias e refor¢os mensais de julho/2005 a
abril/2006. Houve melhora discreta da forca, com estabiliza¢do do quadro.

Em 2010, voltou a ter piora da forga, sendo indicado novo pulso com IglV em
setembro. No quinto dia do pulso evoluiu com infarto do miocérdio sem elevacdo do

segmento ST. No seguimento ambulatorial, em novembro de 2010, ndo foi indicada
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nova intervencdo terapéutica devido as comorbidades (sindrome da apnéia obstrutiva do
sono grave, insuficiéncia cardiaca congestiva, infarto agudo do miocérdio prévio,
hipertensdo arterial sistémica e diabetes mellitus).

Em abril de 2012 apresentava piora progressiva dos sintomas da insuficiéncia
cardiaca, tendo ficado restrito a cadeira de rodas em julho de 2012. O seguimento foi
perdido em junho de 2014.

A analise molecular identificou duplicacdo do gene PMP22.

Paciente 2

Paciente masculino, 71 anos, moreno, casado, motorista aposentado, natural e
procedente do estado de Minas Gerais.

Informava, na avaliacdo inicial, dificuldade para deglutir ha dois anos associada
a dificuldade para falar ha um ano. Além disso, ha cinco meses apresentava perda de
forca em pernas, progressiva, com dificuldade para deambular. Negava alteragdes de
sensibilidade e alteracdes esfincterianas. Relatava emagrecimento de 12 kg em um ano.
Houve necessidade de uso de sonda nasoenteral (SNE) devido a disfagia. Os sintomas
apresentaram discreta melhora esponténea ha cerca de dois meses.

Ex-tabagista, parou de fumar ha 30 anos.

Negava historia familiar de neuropatia periférica.

Ao exame: presenca de pés cavos e dedos em martelo. Disfonia, diminuicdo da
elevacdo do palato, reflexo do vomito hipoativo, tremor discreto em lingua. Tetraparesia
com acometimento proximal e distal, pior em membros inferiores. Arreflexia de
aquileus e reflexos bicipital e tricipital hipoativos. Apalestesia em artelhos.
Hipopalestesia em maléolos e quirodactilos. Disestesia em bota e luva.

A ENMG foi compativel com neuropatia desmielinizante ndo uniforme.

A bidpsia de nervo mostrou neuropatia predominantemente desmielinizante e
hipertréfica. O laudo da bidpsia afirmava que os achados poderiam ser compativeis com
a hipétese clinica de polineuropatia inflamatdria desmielinizante cronica.

Em julho de 2003 foi submetido a pulsoterapia com metilprednisolona por trés
dias, com refor¢cos mensais de um dia de agosto a novembro de 2003 e em janeiro de
2004. Houve pequena melhora da forga em membros e marcada melhora da disfagia,

possibilitando a retirada da SNE. Mantido em observacéo clinica a partir de entéo.
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O ultimo retorno ambulatorial ocorreu em abril de 2005. O paciente mantinha
independéncia funcional, com engasgos ocasionais (mais para liquidos).
Posteriormente houve perda de seguimento devido a ébito do paciente.

A andlise molecular identificou duplicacdo do gene PMP22.

Paciente 3

Paciente do sexo feminino, branca, dois anos e onze meses (na avaliacéo inicial),
natural e procedente do estado de S&o Paulo.

Acompanhada pela responsavel (tia) na consulta inicial, a qual relatava
diminuigdo na forga das pernas da crianga desde os oito meses. Engatinhou com oito
meses, sentou-se com apoio aos 12 meses e andou aos 20 meses, com dificuldade, se
apoiando e com muitas quedas. Nao havia notado alteracbes em membros superiores.
Fala sem alteracOes para a idade.

Era cuidada pela tia (irmd do pai) desde os seis meses de idade. A mée era
etilista, sendo essa a unica informacdo disponivel no prontuario (tia desconhecia
antecedentes morbidos da mée da crianca).

Ao exame apresentava amiotrofias em extensores curtos dos dedos e inter4sseos,
marcha com hiperextensdo dos joelhos, base alargada e instavel. Nervos cranianos sem
alteracdes. Hipotonia global. Tetraparesia, com diminuicdo de forca distal e proximal,
mais acentuada em membros inferiores. Arreflexia global.

Em novembro de 2001, foi realizada ENMG que mostrou alteracdes de
velocidade de conducdo sugestivas de diagnostico de neuropatia hereditéria,
possivelmente neuropatia hereditaria sensitivo-motora tipo Il (Doenca de Dejerine-
Sottas), mas foram avaliados apenas dois nervos — mediano e ulnar, que tinham
dispersdo temporal, ndo sendo possivel anélise mais extensa devido o despertar da
crianga.

Permaneceu em seguimento regular no ambulatério, com acompanhamento pela
fisioterapia, conduta terapéutica medicamentosa expectante e prosseguiu investigacao
da neuropatia.

Em 2006 realizou bidpsia fascicular de nervo sural, que demonstrou neuropatia
desmielinizante hipertrofica. Havia homogeinizagdo do espaco endoneural, sugestivo de
edema. Auséncia de infiltrado inflamatério. Os achados podiam ser encontrados na

neuropatia sensitivo-motora hereditaria do tipo Il (Dejerine-Sottas). O aspecto do
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espaco endoneural era habitualmente visto na polirradiculoneuropatia inflamatdria
desmielinizante crénica.

Em 2009 desenvolveu diabetes mellitus tipol. Nessa época teve relato de
escoliose e de hiper-hidrose nas maos.

Desde o inicio de 2010 passou a fazer uso de cadeira de rodas. ENMG realizada
em agosto deste ano mostrou dispersdo temporal, sendo interrogado componente
adquirido e, em virtude da presenca de fraqueza proximal importante foi aventada a
hipdtese de PIDC associado. Em setembro de 2010 foi realizada nova ENMG que trazia
0s mesmos achados de neuropatia motora desmielinizante com acentuada reducao das
velocidades de conducdo (que se encontravam na faixa de 5-9 m/s) e significativa
dispersdo temporal. Tais achados associados a clinica da paciente sugeriam uma
neuropatia desmielinizante hereditaria (Doenca de Charcot-Marie-Tooth 1A ou no
contexto da Doenca de Dejerine Sottas), ndo se podendo excluir uma condicdo
adquirida sobreposta.

Em maio de 2011, devido a piora da fraqueza, foi solicitado IglV para teste
terapéutico.

Houve grande intervalo de espera, sendo que a inducdo com IglV foi realizada
em fevereiro de 2015 (cinco dias), havendo relato de melhora subjetiva. Foram
realizadas novas doses em janeiro de 2016 (dois dias) e em fevereiro de 2016 (um dia).
No retorno ambulatorial (em junho de 2016) referia melhora da forca com a IglV, pois
estava saindo da cadeira de rodas para sentar-se em outro local com um pouco mais de
facilidade, e que piorou ao ficar sem a IglV. Depois a forca manteve-se estavel.

Em setembro de 2015, realizou nova ENMG do membro superior apés o
tratamento que demonstrou, em comparacdo ao exame de setembro de 2010, melhora
significativa da amplitude dos potenciais de acdo muscular compostos dos nervos
mediano e ulnar esquerdos, e melhora parcial da velocidade de condugdo nestes nervos
e deteccdo de potenciais de acdo sensitivos dos nervos mediano, ulnar e radial
esquerdos.

No retorno, em maio de 2018, foi optado por manter sem IglV devido a resposta
clinica ndo significativa, apesar da melhora da ENMG, e estabilidade do quadro motor
nos dois Ultimos anos. O quadro neurofisiologico apresentado na tabela 15, a seguir. O
uso foi irregular devido a dificuldade de acesso a medicagé&o.

A analise molecular identificou a mutacdo Val58Asp (c.173T>A) no gene MPZ.
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Tabela 15 - Quadro comparativo da evolugdo neurofisioldgica (ENMG) da Paciente 3.

14/11/01 13/09/10 01/09/14 21/09/15

Lat A VC Lat A VC Lat A VC Lat A VC
MOTOR
Mediano dir
Punho 7,85 0,11 12,2 0,80 7,5 0,60
Cotovelo 27,5 0,18 5,6 37,8 0,61 8,6 25,7 0,43 11,5
Axila 53 0,30 6,9 33,1 0,70 12,2
Ulnar dir
Punho 5,65 0,22 8,4 1,43 6,0 1,08
{ cotovelo 45,8 0,08 3,6 40,4 0,48 6,3 23,8 0,41 11,8
N cotovelo 51,8 0,19 6,6 31,4 0,32 13,8
Axila 60,4 0,35 9,3
Mediano esq
Punho 11 0,23 7,2 2,92
Cotovelo 40,4 0,27 7,3 24,0 1,12 13,7
Axila 38,3 1,00 8,0
Ulnar esq
Punho 8,4 1,14 6,2 3,31
{ cotovelo 39,8 0,32 6,2 28,1 1,20 11,0
1 cotovelo 58 0,29 4,9 34,5 1,00 17,2
Axila 67,8 0,20 7,7
SENSITIVO
Mediano esq NR NR ND 6,66 2,20 19,5
Ulnar esq NR NR ND 5,04 2,50 20,8
Radial esq NR NR ND 4,08 1,60 22,9

A: amplitude (motora: mV; sensitiva: pV); Lat: laténcia (ms); VC: velocidade de condugdo (m/s); dir:
direito; esq: esquerdo; |: abaixo; 1: acima; ND: ndo detectado; NR: néo realizado.

Paciente 4

Paciente do sexo feminino, branca, 13 anos de idade, estudante, natural e
procedente do estado de Minas Gerais.

Na consulta inicial, em agosto de 2009, a acompanhante relatava que a jovem
apresentava dificuldade para andar desde bebé. Teve demora em deambular, iniciando
aos 20 meses, com posteriores quedas frequentes. Ndo conseguia correr e a forga estava
piorando, mais acentuadamente, ha cerca de dois anos. Queixava-se ainda de
desequilibrios e cdimbras em membros inferiores. Referia dificuldade para escrever e
dor nas méos. Tem asma.

Pais ndo apresentavam consanguinidade e ndo havia histéria familiar de
neuropatia.

Ao exame mostrava amiotrofias em regides tenar e hipotenar, com mao em garra
a esquerda. Presenca do sinal de Romberg, na avaliacdo do equilibrio. Nervos cranianos
sem alteragOes. Fraqueza proximal e distal, pior em membros inferiores. Arreflexia

global. Hipoestesia tatil e dolorosa em bota e luva.
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ENMG em agosto de 2009 mostrou polineuropatia sensitivo-motora,
desmielinizante, assimétrica. Observou-se perda axonal associada, sem sinais de
atividade. Presenca de dispersdo temporal em cinco nervos e bloqueio de conducdo em
um.

O liquor mostrou uma célula por mm? e proteina de 70 mg/dL.

Em 2010 realizou bidpsia de nervo sural que evidenciou neuropatia
desmielinizante hipertréfica. N&o se observou infiltrado inflamatorio ou edema. O laudo
chamava atencdo para o fato de que as formacbes em bulbo de cebola poderiam ser
encontradas em associacdo principalmente com polirradiculoneuropatia inflamatoria
desmielinizante cronica, diabetes mellitus, doenca de Charcot-Marie-Tooth e suas
variantes e doenca de Refsum.

Foi optado por teste terapéutico com IglV, tendo realizado infusdo em marco de
2011 (cinco dias). Reforcos (um dia) em maio, junho e setembro de 2011 e agosto de
2012. N&o apresentou melhora com uso da imunoglobulina.

Em agosto de 2011, apds o uso de IglV, realizou ENMG que mostrou neuropatia
sensitivo-motora, desmielinizante e assimétrica. Em comparacdo com o0 exame de
agosto de 2009 ndo apresentava alteracdes significativas, mas mostrava uma tendéncia a
certa piora (houve melhora da amplitude do potencial de agdo muscular composto do
nervo mediano direito — de 6,93 para 8,3 mV — e piora da amplitude do nervo ulnar
esquerdo — de 6,33 para 2,58 mV). A evolucdo dos exames de ENMG ¢ apresentada de
maneira comparativa na tabela 16, a seguir.

A anélise molecular identificou a mutacdo Trpl01Cys (c.303G>T) no gene
MPZ.

Tabela 16 - Quadro comparativo da evolucao neurofisiolégica (ENMG) da Paciente 4.

10/08/09 01/08/11 11/05/15

Lat A VC Lat A VC Lat A VC
MOTOR
Mediano dir
Punho 5,2 6,93 5,8 8,3 6,7 6,91
Cotovelo 39,6 3,53 6,1 46,6 3,0 5,1 62,1 1,28 4,2
Axila 46,2 0,46 20,5 51,0 0,70 25,0 ND
Ulnar dir
Punho 6,5 4,60 5,7 3,74 5,2 3,91
{ cotovelo 28,8 3,87 9,0 31,1 2,51 8,1 48,3 2,44 5,3
N cotovelo 33,4 3,26 15,2 38,3 2,60 11,8 57,2 0,33 12,4
Axila 42,2 2,88 9,1 49,5 1,42 6,2
Mediano esq
Punho 6,0 3,30 5,4 5,33
Cotovelo 35,8 2,19 6,5 44,8 3,79 5,5

continua
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Tabela 16 - Quadro comparativo da evolucdo neurofisiolégica (ENMG) da Paciente 4 (continuacéo).

Axila 46,2 0,94 10,8 59,8 1,48 8,0

Ulnar esq

Punho 3,8 6,33 51 2,58

J cotovelo 28,1 3,98 8,6 33,2 2,37 7,5

1 cotovelo 31,7 3,88 20,8 38,7 2,39 16,4

Axila 39,2 1,51 12,7 49,1

Peroneiro dir

Tornozelo 10,9 1,65 14,0 1,0

Cab fibula 55,8 0,84 5,8 52,9 0,53

Popliteo 60,8 0,58 16,0 55,2 0,78

Peroneiro esq

Tornozelo 11,4 1,01

Cab fibula 52 1,02 5,8

Popliteo 56 0,81 17,5

Tibial dir

Tornozelo ND 10,1 0,32

Tibial esq

Tornozelo 12,35 0,10

Frénico dir ND
Frénico esq ND
SENSITIVO

Sural dir ND

Peron Sup dir ND

Peron Sup esq ND

Mediano esq 6,26 1,15 20,0

Ulnar esq 5,18 3,00 22,2

Radial esq ND

Mediano dir ND 6,82 0,58 17,6 ND
Ulnar dir 5,44 2,80 18,4 5,33 1,70 19,4 ND
Radial dir ND ND ND

A: amplitude (motora: mV; sensitiva: uV); Lat: laténcia (ms); VC: velocidade de condugdo (m/s); dir:
direito; esq: esquerdo; cab: cabeca; peron sup: peroneiro superficial; |: abaixo; 1: acima; ND: ndo
detectado; NR: ndo realizado.

Paciente 5

Paciente do sexo masculino, 20 anos, branco, trabalha como agente de salde,
natural e procedente do estado de S&o Paulo.

Consulta inicial em marco de 2004. Referia que aos 12 anos de idade apresentou
quadro motor, com tetraparesia de evolucdo rapida, com duracdo de uma semana, que
foi interpretado como Sindrome de Guillain-Barre, tendo realizado ENMG compativel
com o diagnostico da doenca na época. Ficou com tremor e fraqueza distal,
principalmente em pés, que permaneceu estavel por varios anos. H4 um ano vinha
apresentando diminuicdo da sensibilidade em maos e pés, além de parestesias que
pioravam com esforco e dores em pernas e antebragos. Também referia piora dos
tremores (antes apenas aos esforcos e atualmente em repouso). Engasgos eventuais e

dispnéia quando fadigado. Andava quatro quarteirbes com dificuldade extrema.
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Necessitava de auxilio para abotoar a roupa. Negava etilismo e tabagismo. Negava
casos de neuropatia periférica na familia.

Ao exame apresentava tremor postural (moderado) e em repouso (leve) em
méaos, amiotrofias em interosseos, tenar e hipotenar. Dedos em martelo. Marcha
escarvante e talonante. Nervos cranianos sem alteracdes. Tetraparesia proximal e distal,
de predominio distal e em membros inferiores. Arreflexia bicipitais, patelares e
aquileus. Hipoestesia tatil e dolorosa em bota e luva. Hipopalestesia acentuada em
pododactilos, moderada em maléolos e quirodactilos.

O liquor mostrava 2,3 células por mm?® e concentracio de proteinas de 52,2
mg/dL.

ENMG de abril de 2004 mostrou polineuropatia sensitivo-motora
desmielinizante com grave componente axonal associado.

Bidpsia de nervo sural em abril de 2004 mostrou neuropatia predominantemente
desmielinizante.

Devido a hipdtese diagnéstica de PIDC foi optado por pulso com
metilprednisolona na dose de um grama ao dia, por trés dias (em abril de 2004), seguido
por reforcos mensais (um grama em um dia) em junho, julho e setembro de 2004.

Ap6s pulsos, referia melhora da forca, podendo deambular mais de quatro
quarteirGes e também houve melhora da movimentacdo fina (conseguia abotoar as
roupas sozinho).

Em janeiro de 2005 realizou nova ENMG que mostrou neuropatia sensitivo-
motora desmielinizante assimétrica (ndo uniforme), com acentuada perda axonal
associada a sinais de atividade. Em relacdo ao exame de abril de 2004 n&o houve
alteracdo neurofisiologica substancial (dispersdo temporal em mediano e ulnar direitos).

Em junho de 2008 houve piora da forca em membros inferiores. A ENMG
mostrou evidéncia de piora de perda axonal e manutencdo dos sinais de atividade.
Observado bloqueio de conducdo em ulnares no antebrago e dipersdo temporal em
medianos. Foi indicado novo pulso com solumedrol (trés dias) seguido por reforgcos
mensais por seis meses. A evolucdo temporal dos exames de ENMG € apresentada na

tabela 17, a seguir.



Tabela 17 - Quadro comparativo da evolugdo neurofisioldgica (ENMG) do Paciente 5.
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23/04/04 25/01/05 11/06/08 04/12/14

Lat A VC Lat A VC Lat A VC Lat A VC
MOTOR
Mediano dir
Punho 4,85 1,1 51 0,2 5,5 0,44 43 4,86
Cotovelo 13,35 0,7 30,0 12,15 0,3 35,5 10,25 0,20 52,6 11,35 4,39 31,9
Axila 17,2 0,9 40,3 17,25 0,2 23,5 16,8 0,12 14,5 13,7 4,07 46,8
Ulnar dir
Punho 3,80 6,7 4,0 5,8 3,6 3,63 3,6 7,66
{ cotovelo 10,3 5,2 43,1 10,0 2,8 44,2 10,5 2,17 36,2 9,75 6,12 36,6
N cotovelo 11,5 4,8 41,7 12,65 2,3 38,5 12,35 1,97 37,8 12,05 6,06 47,8
Axila 13,6 45 34,9 14,0 1,2 57,1 13,95 1,80 53,1 14,75 5,92 29,6
Mediano esq
Punho 43 3,2 6,05 0,76 4,65 5,76
Cotovelo 12,6 2,9 31,5 16,05 0,49 25,0 10,7 4,53 37,2
Axila 15,7 2,4 40,3 20,0 0,23 27,8 12,95 4,43 48,9
Ulnar esq
Punho 4,2 7,3 38,2 4,45 4,08 3,55 6,29
{ cotovelo 11,0 5,4 34,9 11,4 2,81 38,1 8,5 6,11 44,4
M cotovelo 13,1 4,7 31,5 13,9 2,72 34,0 11,5 4,24 42,7
Axila 15,8 3,7 16,25 2,71 34,0
Peroneiro dir
Tornozelo ND 7,55 0,60
Cab fibula 4,7 0,1 3,1 0,31
Popliteo 7,4 0,1 23,3 4,95 0,27 33,5
Peroneiro esq
Tornozelo 4,5 1,85
Cab fibula 3,4 0,34 15,35 1,79 28,6
Popliteo 6,5 0,35 28,3 16,75 1,73 42,9
Tibial dir
Tornozelo 8,4 0,1 7,75 0,06 23,2 0,26 4,4 3,48
Popliteo 26,5 0,1 23,3 19,3 0,55 26,2
Tibial esq
Tornozelo 8,6 0,4 5,15 4,17
Popliteo 22,4 0,5 30,7 16,2 3,12 35,3
SENSITIVO
Sural dir 2,9 3,0 32,8 ND
Sural esq 3,7 2,1 32,1 ND
Peron Sup dir 3,5 2,3 34,3 3,16 1,0 26,9
Peron Sup esq 3,44 2,0 30,5 ND
Mediano esq ND 3,42 1,7 38,0
Ulnar esq ND 3,26 1,4 35,3
Radial esq 2,08 5,6 37,1 2,34 4,2 36,3
Mediano dir ND ND ND 3,92 2,0 34,4
Ulnar dir ND 5,94 0,2 19,4 ND 3,48 2,0 33,0
Radial dir 2,64 5,0 39,8 4,30 1,6 30,2 2,8 6,2 35,7

A: amplitude (motora: mV; sensitiva: pV); Lat: laténcia (ms); VC: velocidade de condugdo (m/s); dir:

direito; esq: esquerdo; cab: cabeca; peron sup: peroneiro superficial;

detectado; NR: ndo realizado.

l: abaixo; 1: acima; ND: ndo

Em janeiro de 2009, no retorno ambulatorial, referia melhora da forca. A forca

permanecia estavel no retorno de novembro de 2009, tendo sido optado por observacgao

clinica.

A analise molecular identificou a mutacdo Trpl32Valfs*14 (c.394 395delTG)

no gene GJB1.
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Paciente 6

Paciente do sexo feminino, 21 anos, banca, do lar, casada, procedente do estado
de Goias.

Foi avaliada inicialmente em dezembro de 1994 referindo que ha quatro meses
notava dificuldade para escrever. H& quatro anos vinha apresentando parestesias em
pernas e pés. Os sintomas se iniciaram ap0s a primeira gestacdo e se mantiveram
intermitentes, ocorrendo também na segunda gestacao, dois anos ap0s. Ha cinco meses
vinha apresentando dorméncias nas méos, intermitentes. Dificuldade para subir escadas
(cansaco, palpitacdes). Tabagista de dois a trés cigarros ao dia. Nega diabetes mellitus e
etilismo. Nega historia familiar de neuropatia.

ENMG de dezembro de 1994 mostrou neuropatia sensitivo-motora assimétrica,
comprometimento ndo-uniforme e intermedidrio das respectivas velocidades de
conducéo. Dispersao temporal em alguns nervos.

Ao exame neuroldgico apresentava diminuicdo de forca em maos e pés,
arreflexia em aquileus, hipoestesia tatil e dolorosa em bota e luva, hipopalestesia
artelho-maleolar.

Pela suspeita de PIDC foi indicado plasmaférese (sete sessdes), em marco de
1995, com melhora significativa da forca e das parestesias.

Em fevereiro de 1996 queixava de dorméncias em membros superiores e em
membros inferiores, com instalacdo progressiva ha dois meses. Ao exame apresentava
diminuigédo da forca para flexdo das coxas. Indicado IglV por trés dias com melhora
importante dos sintomas.

Em abril de 1996 retornou referindo que ficou um més bem e que havia
retornado a dorméncia e a reducdo de forca em mdos. ENMG realizada neste més foi
compativel com neuropatia desmielinizante. Indicado manutencdo de doses mensais de
IglV, tendo realizado cinco ciclos de um dia ao més com estabilizagéo dos sintomas.
Realizou bidpsia de nervo sural que mostrou bulbos de cebola.

Em maio de 1999 volta com histdria de piora dos sintomas ha seis meses, apds o
parto. ENMG mostrava sinais de desnervagao aguda no musculo gastrocnémio direito e
bloqueio de condugdo no nervo peroneiro direito. Indicado novo pulso com IglV por
trés dias e reforgos mensais com melhora dos sintomas, durando cerca de 20 dias ap0s a
infuséo da mesma.

Perdeu seguimento em junho de 2000.
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A andlise molecular identificou a mutacdo Trp24Cys (c.72G>T) no gene GJB1.

Paciente 7

Paciente do sexo feminino, 38 anos, branca, representante comercial, natural e
procedente do estado de Séo Paulo.

Na avaliacdo inicial, em outubro de 2008, contou que ha seis meses iniciou dor
em dedos de mao direita, que irradiava para face medial do membro superior direito,
seguida por fraqueza (ndo conseguia segurar copos, ndo girava chaves, dificuldade para
escrever), progressiva. Negava etilismo, tabagismo, diabetes mellitus. Historia familiar
de neuropatia ausente.

Ao exame neurologico apresentava nervos ulnar direito e retroauricular direito
espessados. Diminuicdo de forca em dedos das méos e pés. Reflexos aquileus abolidos.
Hipoestesia tatil e dolorosa em bracos e pernas, assimétrica. Hipopalestesia em artelhos
e quirodactilos.

ENMG de maio de 2009 mostrou neuropatia sensitivo-motora desmielinizante,
assimétrica, com grave perda axonal associada, sem sinais de atividade. O
comprometimento do mdsculo gluteo médio a esquerda corroborava um
comprometimento radicular associado (polirradiculoneuropatia). Os achados acima
descritos sdo encontrados na PIDC.

Liquor mostrou 0,3 células por mm? e concentracdo de proteinas de 22,8 mg/dL.

Ultassonografia de nervos ulnares realizada em margo de 2009 foi normal.

Bidpsia de nervo sural foi compativel com PIDC, mostrando uma neuropatia
predominantemente desmielinizante com presenca de bulbos de cebola.

Foi realizado tilt-test que mostrou discreto comprometimento do componente
vagal.

Em setembro de 2009, devido a hipGtese de PIDC e histéria de alergia a
corticosterdides foi iniciado IglV por cinco dias, seguido por reforcos de 01 dia por
més. Houve melhora da dor. N&o se observou alteracdo na forga e na sensibilidade.

Foi realizada nova ENMG em julho de 2010, que comparada com o estudo
anterior, de maio de 2009, mostrou um aumento da amplitude dos potenciais de acédo
musculares compostos dos nervos mediano e tibial direitos, bem como melhora da
velocidade de condugdo dos demais nervos avaliados. Foi observada diminuicdo da

amplitude dos potenciais de acgdo sensitivos dos nervos sural e fibular superficial
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direitos, tendo este ultimo nervo apresentado também dispersdo temporal. A evolugédo
comparativa dos exames de ENMG é apresenada na tabela 18, a seguir.

A anélise molecular identificou a mutacdo Argl64GIn (c.491G>A) no gene
GJBL.

Tabela 18 - Quadro comparativo da evolucdo neurofisiologica (ENMG) da Paciente 7.

16/06/09 20/07/10

Lat A VC Lat A VC
MOTOR
Mediano dir
Punho 3,6 3,40 3,75 4,30
Cotovelo 8,45 2,43 44,3 8,50 2,90 44,2
Axila 10,95 2,22 44,0 11,1 2,40 44,2
Ulnar dir
Punho 2,25 6,24 2,25 6,00
{ cotovelo 6,45 5,22 47,6 6,10 4,50 53,2
N cotovelo 7,95 4,60 53,3 7,60 4,00 56,7
Axila 9,45 4,03 50,0 9,30 3,20 52,9
Mediano esq
Punho 3,8 4,90
Cotovelo 8,85 4,40 38,6
Axila 11,25 4,10 39,6
Ulnar esq
Punho 2,75 5,08
{ cotovelo 7,15 4,15 43,2
M cotovelo 9,05 3,17 47,4
Axila 10,55 3,11 46,7
Peroneiro dir
Tornozelo 5,45 2,45 3,70 2,15
Cab fibula 13,75 1,71 31,9 12,85 0,96 32,2
Popliteo 16,25 1,71 30,0 14,25 0,97 46,6
Peroneiro esq
Tornozelo 6,3 1,68
Cab fibula 13,6 1,03 36,3
Popliteo 15,9 0,95 30,4
Tibial dir
Tornozelo 5,0 3,02 4,10 5,09
Popliteo 13,4 1,10 40,5 12,15 1,17 43,5
Tibial esq
Tornozelo 5,55 4,63
Popliteo 14,85 0,28 36
SENSITIVO
Sural dir 2,04 26,1 36,8 1,68 13,3 41,7
Sural esq 2,64 9,2 32,2
Peron Sup dir 2,96 2,3 35,5 2,12 0,9 40,1
Peron Sup esq 3,94 4,2
Mediano esq 3,2 4,7 40,6
Ulnar esq 3,08 4,6 36,7
Radial esq 2,26 10,7 46,5
Mediano dir 3,02 3,4 39,7 2,3 4,1 47,8
Ulnar dir 2,76 5,2 39,1 2,6 8,5 40,4
Radial dir 2,0 5,2 44,0 1,34 24,2 59,7

A: amplitude (motora: mV; sensitiva: pV); Lat: laténcia (ms); VC: velocidade de condugdo (m/s); dir:
direito; esq: esquerdo; cab: cabeca; peron sup: peroneiro superficial; |: abaixo; 1: acima; ND: ndo
detectado; NR: ndo realizado.
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4.3 Caracterizacdo dos pacientes nos quais foram excluidas mutagcfes nos genes
GJB1, LITAF, MPZ e PMP22.

Em 112 pacientes ndo foram encontradas mutacdes nas regides codificantes dos
genes GJB1, LITAF, MPZ e PMP22.

A idade média destes pacientes, na avaliacdo inicial, foi de 45,16+18,70 anos,
com valor minimo de dois anos e dois meses e 0 maximo de 83 anos, configurando
mediana de 49 anos. A idade de inicio dos sintomas foi de 42,00£18,95 anos, com
mediana de 45 anos, e valores minimo e maximo de oito meses e 78 anos,
respectivamente.

A distribuicdo por sexo mostrou 74 pacientes masculinos (66%) e 38 pacientes
do sexo feminino (34%). Em relacdo a cor, 75 pacientes (80,65%) eram brancos, cinco
pacientes negros (5,38%), 12 pacientes (12,90%) eram pardos e um paciente (1,08%)
amarelo. Em 19 pacientes nao foi possivel a verificacdo deste dado no prontuério.

A primeira manifestacdo foi referida como sensitiva em 60 pacientes (53,57%),
motora em 42 pacientes (37,50%) e sensitivo-motora em 10 pacientes (8,93%). A
presenca de um evento antecedente foi relatada por 10 (8,93%) dos pacientes, ao passo
que 102 (91,07%) dos pacientes ndo apresentaram evento antecedente.

Conhecimento prévio de neuropatia periférica foi relatado por cinco pacientes
(4,46%), sendo que 107 pacientes (95,54%) ndo apresentavam referéncia prévia a
neuropatia. Histéria familiar de neuropatia periférica foi apresentada por dois pacientes
(1,79%) e estava ausente em 110 pacientes (98,21%).

A evolucdo da doenca até a piora maxima foi maior que oito semanas em 103
pacientes (91,96%), entre quatro e oito semanas em oito pacientes (7,14%) e menor que
quatro semanas em um paciente (0,9%). Os sintomas tiveram evolucdo progressiva em
86 pacientes (76,79%), remitente-recorrente em 23 pacientes (20,53%) e interpretada
como episodio Unico em trés pacientes (2,68%).

O acometimento motor foi observado nos segmentos proximal e distal dos
guatro membros em 68 pacientes (62,38%), distal em membros superiores e inferiores
em 17 pacientes (15,60%), distal e proximal em membros inferiores em 13 pacientes
(11,93%), proximal em membros inferiores em quatro pacientes (3,76%), distal em
membros inferiores em quatro pacientes (3,76%), distal em membros superiores em dois
pacientes (1,84%) e proximal em membros superiores e inferiores em um paciente

(0,9%). Em trés pacientes ndo havia manifestagdes motoras. Assim, fraqueza proximal
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foi encontrada em 86 pacientes (78,8%). As manifestagdes motoras foram simétricas em
89 pacientes (80,18%) e assimétrica em 19 pacientes (17,12%). Em um paciente
(0,90%) foi definida como focal.

Houve comprometimento de nervos cranianos em 12 pacientes (10,71%) e em
100 pacientes (89,29%) esse comprometimento ndo foi observado. Amiotrofia foi
observada em 44 pacientes (39,29%) e estava ausente em 68 pacientes (60,71%).

Sintomas sensitivos estavam presentes em 87 pacientes (77,68%) e ausentes em
25 pacientes (22,32%). A distribuicdo em bota e luva foi encontrada em 67 pacientes
(59,82%), seguida pela distribuicdo em bota em 17 pacientes (15,18%) e em luva em
trés pacientes (2,68%). Os sintomas sensitivos foram simétricos em 76 pacientes
(67,86%) e assimétricos em 11 pacientes (9,82%).

Presenca de dor foi relatada por 35 pacientes (31,25%) e estava ausente em 77
pacientes (68,75%). Hipoestesia dolorosa foi encontrada em 93 pacientes (83,04%). A
sensibilidade dolorosa estava normal em 19 pacientes (16,96%).

Hipoestesia tatil foi observada em 89 pacientes (79,46%) e estava ausente em 23
pacientes (20,54%). Em 89 pacientes (79,46%) foi encontrada hipopalestesia. A
pesquisa da sensibilidade vibratéria foi normal em 23 pacientes (20,54%).

Arreflexia foi encontrada em bicipitais, tricipitais, estilorradiais, patelares e
aquileus em 58 (51,79%), 56 (50%), 67 (59,82%), 80 (71,43%) e 99 (88,30%) dos
pacientes, respectivamente. Hiporreflexia foi observada nestes mesmos sitios em 31
(27,68%), 37 (33,04), 30 (26,79%), 21 (18,75%) e oito (7,14%) pacientes,
respectivamente. Reflexos normais em bicipitais, tricipitais, estilorradiais, patelares e
aquileus foram encontrados em 23 (20,54%), 19 (16,96%), 15 (13,39%), 11 (9,82%) e 5
(4,46%) destes pacientes.

Dedos em martelo foram observados em 12 pacientes (10,81%) e estavam
ausentes em 99 pacientes (89,19%). Pés cavos estavam presentes em 17 pacientes
(15,32%) e ausentes em 94 pacientes (84,68%). Maos em garra foram vistas em sete
pacientes (6,31%) e estavam ausentes em 105 (93,69%). Escoliose foi observada em
dois pacientes (1,80%), estando ausente em 110 pacientes (98,20%). Hipertrofia neural
foi encontrada em seis pacientes (5,45%) e estava ausente em 104 (94,55%), sendo que
em dois ndo havia relato em relagdo a mesma.

O liquor foi avaliado em 97 pacientes (86,6%) e evidenciou celularidade média
de 3,3246,75 leuctcitos/mm?, sendo o minimo de zero células e 0 maximo de 56 células

no liquor coletado de um paciente que ja havia iniciado o tratamento com IglV. O
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exame de proteinas no liquor mostrou concentracdo média de 97,48+78,44 mg/dL,
sendo os valores minimo e maximo 14 e 504 mg/dL, respectivamente.

A ENMG foi laudada como desmielinizante em 103 pacientes (91,96%),
caracterizada como ndo-uniforme em 98 casos (95,15%) e uniforme em cinco pacientes
(4,85%). Em dois pacientes (17,85%) o padrdo encontrado na ENMG foi compativel
com intermediério e em quatro casos com axonal (3,57%). Dois desses pacientes que
tinham padao axonal na ENMG realizaram bidpsia de nervo na qual foi evidenciado
presenca de sinais compativeis com neuropatia desmielinizante.

Bidpsia de nervo foi realizada em 46 pacientes (41,07%). Observado infiltrado
inflamatorio em oito pacientes (17,39%), nos quais foi caracterizado como leve. Em
cinco pacientes (10,87%) o infiltrado era constituido por linfocitos, em dois (4,35%) por
macrofagos e em um paciente havia presenca de linfocitos e macréfagos. Em 38
pacientes (82,61%) nao foi encontrado infiltrado inflamatério. A bainha de mielina foi
descrita como normal em cinco pacientes. Em 38 pacientes (82,61%) foram encontradas
evidéncias inequivocas de desmielinizacdo e em oito pacientes (17,39%) foram
observadas formagdes do tipo “bulbo de cebola”. Edema endoneural/subneural foi
encontrado em oito pacientes (17,39%). Degeneracdo axonal foi observada em 37
pacientes (80,43%).

Nenhuma doenca associada foi referida por 78 pacientes (69,64%) e ndo foi
possivel recuperar essa informacdo em trés casos. Diabetes mellitus foi referida por 21
pacientes (18,75%), gamopatia monoclonal IgM sem anticorpos contra a glicoproteina
associada a mielina por dois pacientes (1,78%), hepatite por quatro pacientes (3,57%),
lupus eritematoso sistémico ou outra doenca do tecido conectivo por dois pacientes
(1,78%), tireoidopatia por oito pacientes (7,14%).

Em apenas quatro pacientes (3,57%) foi adotada conduta expectante, em virtude
das caracteristicas clinicas e evolutivas da doenga, com pequeno acometimento
funcional. Em todos os outros casos, houve intervencdo terapéutica, sendo o uso de
pulsos endovenosos com metilprednisolona a conduta mais adotada, alcancando 39
pacientes (34,82%) de maneira isolada e mais 43 pacientes (38,39%) em combinacdes,
totalizando 82 pacientes (73,21%). Imunoglobulina humana endovenosa isolada foi o
tratamento de 19 pacientes (16,96%), e empregada em combinacdo em 47 pacientes
(41,96%), totalizando 66 pacientes (58,93%). Imunossupressor foi referido como
tratamento isolado em apenas um paciente (0,9%), sendo utilizado em combinacdo em

14 pacientes (12,50%). Plasmaférese isolada ndo foi utilizada como terapéutica por
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nenhum paciente, mas foi utilizada em algum momento no tratamento de 12 pacientes
(10,71%). Esses tratamentos obedeceram as diretrizes da literatura internacional, no que
diz respeito a doses e tempo de tratamento.

Na evolucgdo, obervou-se melhora em 70 pacientes (62,50%), estabilizacdo dos
sintomas da doenca em 32 pacientes (28,57%), perfazendo um bom progndstico em

91,07% dos pacientes. Em dez pacientes (8,93%) houve piora do quadro.

4.4 Caracteristicas sugestivas de sobreposicdo entre polineuropatia inflamatéria
desmielinizante cronica e Doenca de Charcot-Marie-Tooth nos pacientes que

apresentaram mutacoes.

A presenca de algumas carateristicas clinicas e/ou alteracdes laboratorias,
poderiam sugerir, nos pacientes com diagnostico de CMT, a ocorréncia de sobreposicédo
com PIDC. Chamam a atengdo dentre estas caracteristicas a presenca de progressdo
rapida dos sintomas, a presenca de manifestacdes clinicas assimétricas, a ENMG
mostrando conducdo nervosa ndo-uniforme, a presenca de infiltrado inflamatorio na
biopsia de nervo periférico, ocorréncia de sintomas sensitivos positivos, achado de
fraqueza ndo-comprimento dependente e a resposta positiva ao tratamento. Essas
caracteristicas estdo apresentadas na tabela 19, a seguir.

Tabela 19 - Achados sugestivos do diagndéstico de polineuropatia inflamatdria desmielinizante
crbnica nos pacientes nos quais foram encontradas mutacdes.

Paciente Progressdao Manifestagées Condugao Infiltrado Sintomas Fraqueza ndo- Resposta
rapida assimétricas nervosa ndo- inflamatoério sensitivos comprimento  positiva ao
sintomas uniforme bidpsia positivos dependente tratamento

1 Sim Ndo Sim Ndo Sim Sim Sim

2 Sim Ndo Ndo Nado Sim Sim Sim

3 Ndo Ndo Ndo Nado Nado Sim N3o

4 Ndo Ndo Sim Nado Nado Sim N3o

5 Sim Sim Sim Ndo Sim Sim Sim

6 Sim Sim Sim Ndo Sim Sim Sim

7 Sim Sim Sim N3o Sim N3o N3o
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Por outro lado, algumas dessas mesmas caracteristicas poderiam alertar o
profissional, frente a um paciente com diagnostico inicial de PIDC, de que a neuropatia,
na verdade, poderia se tratar de uma neuropatia hereditaria (CMT).

Ao se realizar a comparacdo destes dois grupos (com mutacdo e sem mutacgéo),
obtivemos os resultados apresentados nas tabelas 20, 21 e 22, que se encontram a

sequir:

Tabela 20 - Caracteristicas epidemiolégicas (idade da primeira avaliacdo, idade de inicio dos
sintomas, género e cor) dos pacientes com suspeita inicial de polineuropatia inflamatéria
desmielinizante cronica em seguimento no Ambulatério de Doencas Neuromusculares do HC-
FMRP/USP, de acordo com a presenca ou auséncia de mutacdes nos genes GJB1, LITAF, MPZ
e PMP22.

Com mutacdo Sem mutacdo Anélise estatistica
Idade (anos; mediana) 24 49 p=0,79*
Idade de inicio dos sintomas 21 45 p=0,59*
(anos; mediana)
Género Masculino 3,90% 96,10% p=0,24**
Feminino 9,52% 90,48%
Cor Branco 5,06% 94,94% p=1,0**
N&o branco 0 100%

(*) Teste de Mann-Whitney; (**) Teste exato de Fisher

Tabela 21 - Comparacgdo dos valores de celularidade e concentragdo de proteinas no liquor dos
pacientes com diagnostico final de PIDC (ou seja, sem mutag¢do) ou com mutacao GJB1, LITAF,
MPZ e PMP22 (CMT) em seguimento no Ambulatério de Doengas Neuromusculares do HC-
FMRP/USP.

Com mutacdo Sem mutacdo  Analise estatistica*

Celularidade (céls/mm?; 0,65 2,0 p=0,16
mediana)
Proteinas (mg/dL; mediana) 61,45 80,0 p=0,32

(*) Teste de Mann-Whitney
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Tabela 22 - Comparacdo dos achados sugestivos de concomitancia entre Doenca de Charcot-
Marie-Tooth e polineuropatia inflamatdria desmielinizante conica nos pacientes com
diagndstico final de PIDC (ou seja, sem mutacdo) ou com mutacdo GJB1, LITAF, MPZ e
PMP22 (CMT) em seguimento no Ambulatério de Doengas Neuromusculares do HC-

FMRP/USP.
Com mutacdo (%)  Sem mutacdo (%) p*

Progresso rapida dos sintomas Sim  5(21,74) 18 (78,26) 0,003
Nao 2 (2,08) 94 (97,92)

ManifestacOes assimétricas Sim 3(8,57) 32 (91,43) 0,42
Nao 4 (4,76) 80 (95,24)

Conducio nervosa nao-uniforme Sim 5 (4,81) 99 (95,19) 0,19
Nao 2 (14,29) 12 (85,71)

Infiltrado inflamatério na biépsia de Sim 0 (0) 10 (100) 0,33

nervo periférico N3o 7 (15,22) 39 (84,78)

Sintomas sensitivos positivos Sim 5(5,75) 82 (94,25) 1,0
Nao 2 (6,25) 30 (93,75)

Resposta positiva ao tratamento Sim 6 (6) 94 (94) 1,0
Nao 1(6,67) 14 (93,33)

Fraqueza ndo-comprimento dependente  Sim 6 (6,45) 87 (93,55) 1,0
Nao 1(3,85) 25 (96,15)

(*) Teste Exato de Fisher
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5 DISCUSSAO

As neuropatias periféricas sdo afecgBes relativamente comuns, podendo
apresentar-se com combinac@es de sintomas deficitarios (como fraqueza e diminuigédo
da sensibilidade), autonémicos (hipotensdo postural, alteracbes na sudorese e
dificuldade de erecdo), além de sintomas positivos (como parestesias e dor) conforme os
apresentados pelos pacientes incluidos neste trabalho. E um grupo heterogéneo de
doencas com um amplo espectro etiolégico que frequentemente se apresenta aos
neurologistas e demais médicos (TIVERDI et al., 2017) podendo ocasionar dificuldades
diagndsticas, conforme aqui evidenciado, entre pacientes com PIDC e CMT.

Diferentes idades, racas e géneros podem ser afetados, de maneira que estas
caracteristicas clinicas e epidemioldgicas podem auxiliar no diagndstico etiolégico. Um
estudo populacional recentemente realizado na Islandia (HAFSTEINSDOTTIR;
OLAFSSON, 2016) encontrou incidéncia de 0,3/100.000 pessoas-ano de observagéo
para PIDC. Além disso, a prevaléncia da doenca varia entre 0,67/100000 (LUNN et al.,
1999) a 7,7/100000 (MYGLAND; MONSTAD, 2001) mostrando que essa afec¢cdo tem
uma prevaléncia bem menor do que a geralmente reportada para CMT, de 40 a 82
casos/100000 habitantes (PAREYSON; MARCHESI, 2009; BRAATHEN, 2012).

No Brasil h4 escassez de dados populacionais sobre estas duas condigdes, que
sdo abordadas apenas em séries baseadas em dados hospitalares (FREITAS et al., 1990;
MARQUES et al., 1992; PASNOOR et al., 2013), com excecdo de recentes dados
oriundos da regido sul do estado de Sergipe (municipios de Tobias Barreto, Pedrinhas e
Itabaianinha), onde Barreto (2016) encontrou a prevaléncia de 62 casos/100000
habitantes para a Doenca de Charcot-Marie-Tooth, sendo 37/100000 para CMT1 e
25/100000 para CMT2. A autora considera a alta prevaléncia encontrada decorrente de
efeito fundador ou de endocruzamentos presentes na regido de estudo.

Em 112 pacientes ndo foram identificadas mutacdes nos genes GJB1, LITAF,
MPZ e PMP22. Nestes pacientes a idade média do diagnostico (45 anos) foi menor que
a observada por Lunn et al. (1999), 54 anos, e por Hafsteinsdottir e Olafsson (2016), 57
anos. Houve concordancia em relacdo ao predomino do género masculino entre os
pacientes, fato também observado em um estudo inglés (56,5%), um japonés (73%) e
em um estudo italiano (68%), o qual mais se aproximou da propor¢do aqui encontrada
(66%) (LUNN et al., 1999; KUSUMI et al., 1995; CHIO et al., 2007).
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A maioria dos pacientes apresentou evolucdo progressiva, seguida pela forma
remitente recorrente, 0 que estd de acordo com o que foi observado em outras
populacdes (LUNN et al., 1999; MYGLAND; MONSTAD, 2001; CHIO et al., 2007;
HAFSTEINSDOTTIR; OLAFSSON, 2016), porém constrasta com o que foi encontrado
por McLeod et al. (1999).

O acometimento dos segmentos distal e proximal de membros inferiores foi a
forma predominante da doenca, atingindo 62,38% dos pacientes, comparado a 53% dos
pacientes na investigacdo de Hafsteinsdottir e Olafsson (2016), seguido pela fraqueza
predominantemente distal em 15% dos pacientes deste estudo, comparado a 37% dos
pacientes avaliados por Hafsteinsdottir e Olafsson (2016). O acometimento de nervos
cranianos (10,52%) foi superior aos 5,8% relatados por Chio et al. (2007) e aos 3,84%
de San-Juan e Castro-Macias (2008). A presenca de um evento antecedente foi relatada
em proporc¢des semelhantes pelos pacientes do presente trabalho e por aqueles avaliados
por Chio et al. (2007) (8,93 X 9,7%, respectivamente), com o predominio de infecc¢Oes
nos dois grupos.

As caracteristicas clinicas apresentadas pelos pacientes nos quais ndo foram
identificadas mutacdes sdo compativeis com uma polineuropatia de fibras grossas, ndo-
comprimento dependente, 0 que esta de acordo com os achados esperados em pacientes
com PIDC. A maioria destes pacientes apresenta uma polirradiculoneuropatia simétrica
“classica”, seguida pela forma multifocal, 0 que também foi anotado por Dyck e Tracy
(2018). Em um estudo sobre os erros do eletrodiagndéstico de PIDC, Allen, Ney e Lewis
(2018) encontraram que 30,5% dos pacientes com diagnostico incorreto preenchiam os
critérios clinicos da EFSN/PNS, embora fossem clinicamente classificados como
“atipicos”, o que pode demonstrar a dificuldade do diagnéstico da doenca.

Dentre os exames complementares realizados, a ENMG foi compativel com
desmielinizagcdo ndo-uniforme na maioria dos pacientes. No estudo de Hafsteinsdottir e
Olafsson (2016), os achados mais frequentes na ENMG de pacientes com PIDC foram
bloqueio de conducdo parcial (95%), reducdo da velocidade de conducdo (89%),
anormalidades da onda F (71%), prolongamento da laténcia distal (58%) e dispersdo
temporal (50%). Assim, a presenca de caracteristicas como diminuicdo da velocidade de
conducéo, blogueio de conducéo e disperséo temporal poderiam dificultar o diagnostico
diferencial entre as neuropatias inflamatorias e algumas neuropatias hereditarias (como
as determinadas por mutacdo no gene GJB1/Cx32) que podem mostrar tais
caracteristicas na ENMG (DUBOURG et al., 2001). Os casos de PIDC que foram aqui
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incluidos e que ndo apresentavam ENMG tipicamente desmielinizante possuiam outros
fatores de suporte compativeis com o diagnostico como, por exemplo, bidpsia de nervo
mostrando desmielinizacdo e/ou resposta positiva ao tratamento imunossupressor,
configurando casos da doenga classificados na categoria “atipicos”. Outro fator que
pode dificultar o diagnostico € o tempo de evolucéo da doenca, levando a perda axonal
secundaria importante, o que dificulta a identificacdo de caracteristicas de
desmielinizagdo na ENMG, além da concomitancia com outras doencas que podem
determinar alteracbes axonais, como por exemplo, o diabetes mellitus. Allen e Lewis
(2015) pontuaram situacbes que poderiam funcionar como confundidoras no
diagndstico neurofisiolégico de PIDC, tendo encontrado: (i) a interpretacdo como
desmielinizante de uma neuropatia axonal comprimento-dependente com velocidades de
conducéo levemente reduzida, (ii) achados do nervo peroneiro profundo a partir de um
pequeno musculo do pé (extensor curto dos dedos) sendo interpretados como
desmielinizagéo focal, (iii) leve diminuicdo na velocidade de condugdo na doenca do
neuronio motor sendo interpretada como desmielinizacdo e (iv) diminuicdo da
velocidade de conducdo ou bloqueios de conducdo em locais de compressdo nervosa
sendo interpretados como desmielinizacdo inflamatoria. A interpretacdo inadequada dos
estudos de conducdo nervosa é um importante fator envolvido nos erros diagnésticos.
Allen, Ney e Lewis (2018) revisaram, em seu trabalho, os estudos de conducéo de 29
pacientes com diagndéstico incorreto de PIDC e em apenas um caso a ENMG inicial
satisfazia os critérios de desmielinizacdo de EFSN/PNS. Este paciente foi
posteriormente diagnosticado como portador de mutagcdo no gene SH3TC2 (CMT4C).
Em seis casos, a ENMG foi considerada normal e dentre os 22 restantes houve
supervalorizacdo de uma ou mais anormalidades leves ou moderadas que poderiam ser
potencialmente interpretadas como representativas de processo desmielinizante
generalizado em 20 pacientes (90%). Em dois pacientes que foram posteriormente
reclassificados como CMT (2/16; 12,5%) foram observados bloqueios de condugéo. No
geral, os autores consideraram que em 55% dos pacientes que foram erroneamente
diagnosticados como PIDC a ENMG inicial foi um dos fatores determinantes.

As caracteristicas encontradas nas bidpias de nervo foram compativeis com as
apresentadas por pacientes com PIDC (DYCK; TRACY, 2018). Atualmente a bidpsia
de nervo periférico € considerada componente de suporte no diagndstico de PIDC e
pode apresentar algumas caracteristicas sobreponiveis com aquelas encontradas em

pacientes com as neuropatias hereditarias determinadas pelos genes avaliadas neste
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estudo, como por exemplo, as formacdes em bulbo de cebola. Por outro lado, a bidpsia
de nervo apresenta um grande valor para o diagndstico diferencial em rela¢do a outras
causas de neuropatias (doengas de deposito, como na amiloidose, inflamatorias, como
nas vasculites, e infecciosas, como na hanseniase), no entanto um estudo mostrou que
raramente modificou o diagnostico de PIDC realizado por neurologistas experimentados
em relagdo a doenga (MOLENAAR; VERMEULEN; HAAN, 1998). Em relacéo as
doengas associadas, a mais comum foi o diabetes mellitus. Alguns trabalhos
demonstraram ndo haver aumento da incidéncia de PIDC em pacientes com diabetes
(MYGLAND; MONSTAD, 2001; LAUGHLIN et al., 2009), embora ainda permaneca
um tema de debates (DYCK; TRACY, 2018).

No presente estudo, o liquor foi avaliado em 86,6% dos pacientes, mostrando
hiperproteinorraquia com media de concentracdo de proteinas de 97,48+74,88 mg/dL.
Esses valores estdo muito proximos aos encontrados por Mygland e Monstad (2001)
que relataram proteinorraquia média de 116 mg/dL. Na série de Hafsteinsdottir e
Olafsson (2016), 63% dos pacientes foram submetidos a puncdo lombar e o liquor
mostrou hiperproteinorraquia em 75% dos casos, a qual persistiu em 80% dos pacientes
no qual foi obtida uma segunda amostra varios meses a anos ap6s a avaliacédo inicial. A
andlise do liquor também é considerada um fator de suporte no diagnoéstico de PIDC.

A utlizacdo de tratamento medicamentoso ou plasmaférese ocorreu em 96,4%
dos pacientes avaliados, comparavel a 90% dos pacientes no trabalho de Hafsteinsdottir
e Olafsson (2016), sendo que estes autores reportaram evolucdo insatisfatoria em uma
proporcdo maior de pacientes (26%) do que no presente estudo (8,93%). Este fato é
muito importante, pois Lunn et al. (1999) identificaram que até 54% dos pacientes
ficaram incapacitados de uma vida independente em algum estagio de sua doenca, 0 que
reforca a necessidade no empenho do diagndstico e tratamento da mesma.

A mortalidade ndo é afetada pela presenca de PIDC quando comparada a
populacdo geral, segundo as observacdes de Hafsteinsdottir e Olafsson (2016). No
presente estudo ndo tivemos acesso a dados consistentes de mortalidade dos pacientes,
de maneira que ndo podemos acessar tal informacdo, no entanto foram identificados
nove 6bitos, sendo que em nenhum dos que foi possivel a obtencdo da causa houve
relagdo direta com a neuropatia.

Neste trabalho, observamos que entre 119 pacientes diagnosticados como PIDC,
sete apresentaram mutacdes em trés dos quatro principais genes responsaveis pela

ocorréncia de CMT, o que equivale a 5,9% dos pacientes avaliados. Esse nimero
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corresponde ao que ja foi descrito na literatura internacional, sendo encontrado (sem
confirmacdo molecular) em 7,5% dos pacientes com diagndstico incial de PIDC no
estudo de Allen e Lewis (2015), porém nunca havia sido levantado em amostra de
pacientes brasileiros com PIDC, ao se considerar a prevaléncia das mutacdes mais
frequentes para CMT. A pesquisa da duplicacdo/delecdo do gene PMP22 em pacientes
com PIDC em trabalho anterior (SILVA, 2014) havia revelado a presenca desta
alteracdo em 9% (10/111) dos pacientes pesquisados. Esse dado mostrou consideravel
prevaléncia de mutacdes em pacientes com diagnostico inicial de PIDC e também serve
para demonstrar que, assim como na maioria das séries de pacientes com CMT, de
origem familiar ou esporédica, a duplicacdo/delecdo do gene PMP22 é a alteragdo mais
prevalente nestes individuos previamente diagnosticados como PIDC (WISE et al.,
1993; GINSBERG et al., 2004). Neste caso, duas possibilidades devem ser aventadas: o
erro diagnostico ou a concomitancia entre neuropatia hereditaria (CMT) e neuropatia
inflamatéria (PIDC).

A doenca de Charcot-Marie-Tooth é um grupo de neuropatias clinica e
geneticamente heterogéneo que é classificado com base em seus achados histoldgicos,
clinicos, neurofisioldgicos e genéticos (HARDING; THOMAS, 1980). Achados clinicos
comuns sdo os reflexos tendineos reduzidos ou ausentes, deformidades nos pés,
fraqueza em membros predominantemente distal, amiotrofias e sintomas sensitivos
negativos (MARTILLA et al., 2017). Seis dos sete pacientes nos quais foram
identificadas mutacBes apresentavam fraqueza proximal, trés apresentaram sintomas
sensitivos positivos. Trés dos quatro que tiveram o liquor examinado apresentaram
hiperproteinorraquia. Os sete tinham ENMG compativeis com neuropatia
desmielinizante, sendo considerada assimétrica em cinco, com achados de dispersédo
temporal em trés pacientes e bloqueio de conducdo em um paciente. Estas
caracteristicas, que sdo comuns as verificadas por Ginsberg et al. (2004), associadas a
auséncia de histéria familiar em todos estes pacientes podem ter contribuido para o
diagnostico de PIDC antecedendo a confirmagdo diagndstica de CMT. Faz-se
importante lembrar que a auséncia de histdria familiar ndo deve funcionar como fator de
exclusdo para o diagnostico diferencial de uma neuropatia hereditaria, haja vista que 5,2
a 17,2% dos pacientes russos com CMT1A avaliados por Mersiayanova et al. (2000) e
26,17% dos pacientes de Martilla et al. (2017), na Finlandia, foram casos esporadicos.

As caracteristicas que apresentamos a seguir ndo premitiram, a rigor, 0

diagnostico de neuropatia hereditaria, pois provavelmente ndo proporcionaram
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sensibilidade ou especificidade suficiente para o diagnostico, embora estas ndo tenham
sido calculadas no presente estudo. Todos estes pacientes tiveram tempo de evolugéo da
doenga superior a oito semanas, sendo progressiva em seis pacientes e remitente-
recorrente em um. Todos apresentavam arreflexia em aquileus e apenas trés
apresentavam arreflexia em estilorradiais. Pés cavos foram encontrados em cinco
pacientes. Os sete pacientes foram submetidos a bidpsia de nervo sural, tendo sido
evidenciada desmienilizagdo em todos e presencga de formacdes em bulbo de cebola em
cinco pacientes. Em seis deles ndo havia presenca de infiltrado inflamatorio conforme
esperado em pacientes adultos com CMT1 (FREITAS et al., 1995). N&do havia
referéncia a esse dado em um paciente.

A presenga de infiltrado inflamatdrio na bidpsia de nervo foi observado em
pacientes com concomitancia entre PIDC e CMT por Ginsberg et al. (2004). Vital et al.
(1992) evidenciaram a presenca de macrofagos levando a desmielinizagdo ativa em duas
de trés bidpsias de criancas com CMTL1 e consideraram que poderia haver a presenca de
sobreposicao de um fendmeno imune nas fases iniciais da doenga. Gabreéls-Festen et al.
(1993) encontraram presenca de células inflamatorias perivasculares no perineuro e
endoneuro em 12% dos pacientes com HMSNI por eles estudados, além de marcado
edema endoneural em 21% destes pacientes, destacando que nenhum deles apresentava
critérios clinicos para sobreposicdo com PIDC. Assim, consideraram que a avaliacdo
criteriosa de todos os dados clinicos, neurofisiologicos, morfologicos e morfométricos é
essencial para se evitar o diagndstico falso-positivo de PIDC. Outros autores, como
Nakai et al. (2001) consideram que em fases iniciais da doenca poderiam ser
encontrados infiltrados inflamatérios como um achado precoce sem que estas células
desempenhassem algum papel na progressao da doenca.

O papel do sistema imunoldgico na génese e progressdo das neuropatias
hereditarias € um tema bastante interessante e que merece maiores estudos. Elegantes
modelos experimentais de animais deficientes em PMP22, MPZ (P0) e GJB1 (Cx32)
guando cruzados com animais deficientes em células B, T e macréfagos, mostraram que
a evolucdo da neuropatia tende a ser mais branda nos animais imunodeficientes, quando
comparada aos animais imunocompetentes. Também ha pior evolucdo quando o0s
animais imunodeficientes tém sua imunidade reconstituida. Foram observados
infiltrados inflamatorios na biopsia de nervo destes animais (SCHMID et al, 2000;
CARENINI et al, 2001; MARTINI; TOYKA, 2004). Estas caracteristicas apontam a

possibilidade de participacdo do sistema imunoldgico na génese da lesdo em algumas
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formas de neuropatia hereditaria, o que poderia explicar, por exemplo, periodos de
progressao mais rapida dos sintomas, sem necessariamente haver sobreposi¢cdo entre
CMT e PIDC. O que determina a intensidade e a duragéo deste fendmeno em diferentes
pacientes ainda aguarda por ser elucidado.

Apesar do aperfeicoamento diagndstico, até 50% dos pacientes com diagnostico
de PIDC podem ndo ter a doenca (ALLEN; LEWIS, 2015). Dentre os diagndsticos
incorretos podem ser encontrados: neuropatia diabética (11%), esclerose lateral
amiotréfica (11%), fibromialgia (11%) e neuropatia idiopatica de fibras finas (11%).
Experiéncias subjetivas do paciente apos tratamento (melhora subjetiva) podem
contribuir para o diagndstico incorreto de PIDC, perpetuando o uso de drogas
imunomoduladoras pelos pacientes (ALLEN; LEWIS, 2015). Segundo estes mesmos
autores, os causadores de maior confusdo no diagnéstico de PIDC incluiriam a
hipervalorizacdo da percepcdo subjetiva de beneficio do tratamento referida pelo
paciente, a interpretacdo incorreta de exames de eletrodiagndstico e uma excessiva
valorizacdo da dissociacdo proteino-citolégica leve ou moderada no liquido céfalo-
raquidiano. Estes erros sdo perpetuados principalmente nos pacientes com formas

clinicas atipicas da doenca.

5.1 Mutag0es encontradas no gene PMP22.

Dois mecanismos podem explicar a fisiopatologia das mutacBes no gene
PMP22, localizado no cromossomo 17: na CMT1A tem-se a duplicacdo do gene
PMP22, enquanto na CMTL1E tem-se mutaces de ponto no mesmo gene. Nos dois
casos, por mecanismos diferentes, leva-se a alteracdo no produto final deste gene, a
Proteina da Mielina Periférica de 22 kDa. Os pacientes podem apresentar desde formas
leves até o comprometimento importante da funcdo motora, com o fenétipo de bebé
hipotonico (MARQUES et al., 2005). Os sintomas geralmente se instalam na segunda
década de vida e sdo lentamente progressivos, assumindo cardter de neuropatia
comprimento-dependente (ROA; LUPSKI, 1993). Fatores como, por exemplo,
inflamacédo sobreposta, gestacdo (LEAL, 2016), diabetes mellitus (ALGEMIRO, 2015),
obesidade e toxicidade por drogas podem alterar a evolucdo natural da doenca
(URSINO et al., 2013). Usualmente os pacientes com CMTL1A apresentam um quadro
mais brando, enquanto os com CMTL1E apresentam um fendtipo tipo Dejerine-Sottas,

embora algumas mutagdes de ponto causem HNPP.
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Eventualmente pacientes com CMT podem ser diagnosticados a partir de uma
neuropatia inflamatdria sobreposta ou ter um diagnostico incorreto de neuropatia
adquirida revisado

Em dois dos nossos pacientes foi evidenciada duplicacdo do gene PMP22, que é
apontada na maioria das séries como a principal causa para CMT (CHOI et al., 2004),
configurando o diagndstico de CMT1A. Esse achado representou 1,7% dos pacientes
aqui analisados, e configurou 28,5% das mutagOes encontradas. Mutagdes de ponto
neste gene sdo uma causa pouco frequente da doenca (CHOI et al., 2004), observada em
apenas 1 de 133 pacientes com CMT analisados por Bort et al. (1997), nos quais foram
pesquisados alteragdes nos gene PMP22, GJB1 e MPZ. Os dois pacientes aqui
apresentados ndo traziam historia familiar de neuropatia periférica, sendo este um
aspecto gue ndo ¢ infrequente e pode contribuir para a dificuldade diagndstica.

O exame fisico foi compativel com uma neuropatia ndo-comprimento
dependente nos dois casos, o que é pouco frequente, embora ja tenha sido relatado em
pacientes com CMT (MARQUES et al., 2005). A fraqueza proximal em pacientes com
CMT geralmente ocorre nas fases mais tardias da doenca e sua presenca em fases mais
precoces deve levantar a suspeita de outras doencas associadas como distrofias
musculares e PIDC (AUER-GRUMBACH et al., 1999; AUER-GRUMBACH et al.,
2000; BERCIANO et al., 2006; LEE et al., 2013). E interessante o relato de
acometimento de nervos cranianos, resultando em disfagia grave, referido por um dos
pacientes e que foi o fator determinante de sua busca por assisténcia. O relato de
acometimento de nervos cranianos é pouco frequente em pacientes com CMT1A (DAS
et al., 2017), em geral. Maeda et al. (2015), no entanto, reportam que mais de 60% das
criancas com CMT1 em idade escolar podem apresentar comprometimento auditivo.
Relatam o caso de uma crianca com CMT1 (esporadico, sem identificacdo da mutacao)
que aos 8 anos e 11 meses comegou a apresentar comprometimento auditivo sensorio-
neural recorrente que melhorava com o uso de corticosterdides. No entanto, os autores
consideraram que o0 mecanismo de acdo para melhora poderia ser decorrente de outras
acles que ndo a atividade antiinflamatoria da droga.

A evolugdo prolongada da doenca pode ser evidenciada pela presenga de
alteracdes osteo-ligamentares, como dedos em martelo (apresentados por um dos
pacientes) e pés cavos (apresentado por ambos). Ha relatos de pacientes com CMT com

sintomas muito leves ou mesmo assintomaticos (LUIGETTI et al., 2014; PANAS et al.,
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2014; TOMASELLI et al., 2017), o que pode favorecer um diagnostico tardio da
afeccdo.

Em um dos pacientes, o liquor apresentou elevacdo de proteinas, o que €
esperado no caso de PIDC, mas também ja foi descrito em pacientes com CMT,
também podendo ser encontrada em pacientes com diabetes mellitus e neuropatia
diabética (LLEWELYN, 2003; DYCK; NORELL; DYCK, 2001; DELI et al., 2013), e
que pode funcionar como um fator confundidor no diagndstico. A bidpsia de nervo
mostrou uma neropatia desmielinizante em um dos casos e sugeriu a possibilidade de
uma neuropatia desmielinizante prévia no outro, sem evidéncias de infiltrado
inflamatorio. Esse exame pode, no entanto, trazer dificuldades diagnosticas, pois a
presenca de infiltrado inflamatdrio ndo é um achado constante em pacientes com PIDC
e alguns pacientes com CMT eventualmente exibem infiltrado inflamatdrio na bidpsia
de nervo, o que suscita a discussdo em relacdo ao papel destas células no paciente com
CMT (se constituiriam um achado ocasional das fases iniciais da doenca ou se
representaria a presenga de um dano imunologicamente mediado levando a
sobreposicao entre neuropatia herditaria e inflamatoria) (NAKAL et al, 2001; GABRIEL
et al., 2002). Podem ser encontradas disfuncdes imunoldgicas em pacientes com
CMT1A, como diminuic¢do de células B CD19+ e diminuicdo dos niveis sérico de IgG,
0 que pode contribuir para a ocorréncia de fendmenos auto-imunes concomitantes (PAL
et al., 2009). Gabriel et al. (2002) encontraram maior prevaléncia de anticorpos anti-
PMP22 em pacientes com CMT1A, quando comparados com pacientes normais, mas
sem diferencgas ao se comparar com pacientes com outras neuropatias. O mesmo néo foi
obsevados em relacdo aos niveis de IL-6, fator soltvel do receptor 1 de TNF, teste de
fixacdo de complemento e anticorpos antigangliosideos. Também ndo houve diferencas
entre pacientes com CMT1A com progressao remitente ou progressiva.

No caso dos Pacientes 1 e 2, tendo-se em vista suas evolugdes clinicas €
provavel que os mesmos apresentaram uma concomitancia entre PIDC e CMT, uma vez
que houve resposta positiva ao tratamento imunomodulador/imunossupressor (Tabela
19, pag. 77), e posteriormente foi evidenciada dependéncia deste tratamento em vista de
novos episodios de deterioragdo com necessidade de novos ciclos de tratamento. O
paciente 1 apresentava ainda outras doencas associadas ao desenvolvimento de
neuropatia periférica (diabetes mellitus e hanseniase), no entanto as mesmas estavam
controladas e tanto a evolugdo clinica, quanto a ENMG e a resposta terapéutica néo

foram compativeis com as neuropatias ligadas a essas doencas.
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A concomitancia entre CMT1A e PIDC ja foi descrita por alguns autores
(RAJABALLY et al., 2000; VITAL et al., 2003; GINSBERG et al., 2004; GAZULLA,;
ALMARCEGUI; BERCIANO, 2018) e deve ser suspeitada nos casos de rapida
deterioracdo dos sintomas nos pacientes com CMT, na presenca de sintomas positivos
(aqui referido por um dos pacientes) ou dor neuropatica, de fraqueza proximal e frente a
melhora dos sintomas ap6s o uso de medicacdo imunomoduladora. Por outro lado,
deve-se suspeitar de que um paciente com diagnostico incial de PIDC tenha CMT no
caso de inicio da doenca nas primeiras décadas de vida, na presenca de historia familiar
de neuropatia periférica, alteracGes osteo-ligamentares (pés cavos e dedos em martelo)
ja na apresentacdo do quadro clinico e a ndo resposta & terapéutica
imunossupressora/imunomoduladora.

Em avaliacdo prévia de 111 pacientes com diagndstico inicial de PIDC
encontramos 10 pacientes com mutacdo no gene PMP22, sendo nove pacientes com
duplicacdo e um paciente com dele¢&o. Quatro pacientes (todos com duplicacdo do gene
PMP22) foram considerados como concomitancia entre PIDC e CMT devido as
caracteristicas clinicas, neurofisioldgicas e resposta ao tratamento, e 0os demais foram
considerados erros diagndstico, uma vez que foram definidos apenas como CMT1A ou
HNPP, sendo descartada sobreposicédo entre as doencas (SILVA, 2014).

Esse diagnostico criterioso é de suma importancia uma vez que o tratamento
imunomodulador/imunossupressor pode levar a melhora funcional devido ao controle
da atividade inflamatoria nos pacientes com sobreposi¢cdo PIDC/CMT (GINSBERG et
al, 2004; SILVA, 2014). No entanto, ndo trara beneficios aos pacientes com CMT
isolado, além de expor os pacientes ao risco de complicacfes decorrentes da terapéutica,

sendo um exemplo de complicacdo o observado no Paciente 1.

5.2 Mutac6es encontradas no gene GJB1/Cx32.

Nos pacientes 5, 6 e 7 foram identificadas mutacBes nos genes GJB1/Cx32,
sendo um paciente do sexo masculino e dois do sexo feminino. Este gene é o principal
relacionado & forma da doenca ligada ao X, determinando CMTX1, e segundo alguns
autores responde pela segunda causa mais frequente de CMT nos pacientes com
diagnostico molecular, variando de 5,3 a 19,2% (ENGLAND et al., 2009), representado
42,8% dos pacientes em que encontramos mutacdo (3/7). Atualmente mais de 400

mutagdes foram identificadas neste gene (TSAI et al., 2016).
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A heranca € ligada ao sexo e a ENMG mostra reducdo de VC na faixa
intermediéria ou desmielinizante, sendo que nas mulheres muitas vezes o quadro sugere
uma neuropatia axonal (LEE et al., 2002; CASASNOVAS, 2006). Embora alguns
estudos tenham investigado as caracteristicas clinicas e eletrofisioldgicas de diferentes
mutacdes neste gene, as correlacdes entre estas mutacGes e os fendtipos clinicos ainda
nédo foram completamente estabelecidas (TSAI et al., 2016).

Outra caracteristica interessante é a diferenca na manifestacdo clinica
determinada pelo sexo do paciente, de maneira que os homens exibem acometimento
mais grave que as mulheres (DUBOURG et al., 2001; LEE et al., 2002;
CASASNOVAS et al., 2006).

A idade de inicio dos sintomas foi de 19, 21 e 38 anos, respectivamente, o que
coincide com outros relatos (LEE et al., 2002), contra mediana de 45 anos dos pacientes
sem mutacdo. Dois pacientes apresentaram fraqueza distal e proximal em membros
superiores e inferiores, 0 que se diferenciou dos achados mais comuns nos pacientes
com CMTXL1, nos quais a fraqueza é predominantemente distal (TSAI et al., 2016). O
Paciente 5 apresentava queixa de tremores de membros superiores, que é mais comum
em pacientes com CMTX do sexo masculino que feminino, e apresentou idade de inicio
mais precoce do que as duas mulheres, assim como descrito para outros pacientes com
mutacdes neste gene (DUBOURG et al., 2001; RYAN; JONES, 2005).

A ENMG foi compativel com o que é descrito para CMTX1, apresentando
caracteristicas desmienilizantes ndo-uniforme e as tipicas VC motoras entre 30-40 m/s
nos homens e 30-50 m/s em mulheres afetadas, sendo que estas tendem a ter exames
com VC motoras mais assimétricas entre ulnares e medianos (DUBOURG et al., 2001;
TSAI et al, 2016). Esta ultima caracteristica poderia funcionar como um fator de
confusdo no diagnostico etioldgico entre neuropatia adquirida e hereditaria,
principalmente nos casos esporadicos (RYAN; JONES, 2005). A desmielinizacdo, no
entanto, parece ser uniforme através do nervo, uma vez que pacientes com CMTX1
mostraram indice de laténcia terminal em nervo mediano comparavel a pacientes com
CMT1A e controles normais de acordo com Dubourg et al. (2001). Estes autores
também referem que em alguns pacientes com CMTX1 podem ser observados dispersao
temporal e bloqueios de condugdo. Em um dos pacientes aqui avaliados foi observada a
presenca de dispersdo temporal na ENMG.

As mutacgdes detectadas no gene GJB1/Cx32 neste estudo estdo localizadas no

primeiro e no terceiro dominio transmembranico e na segunda alca extracelular (figura
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1, a seguir). Tem sido reconhecida ultimamente a importancia de mutacdes em regides
5’ ¢ 3> UTR do gene GJB1/Cx32 na génese de CMTX1 (TOMASELLI et al, 2017),
respondendo por 11,4% das mutacBes em pacientes com caracteristicas clinicas e
neurofisioldgicas compativeis com CMTX1, podendo inclusive determinar

apresentacdes atipicas da doenca.

Figura 1. Representacdo esquematica da proteina Cx32 e localizacdo das mutaces encontradas.
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Fonte: Modificado de BONE et al., (1995). DTM= dominio transmembrana

No Paciente 5, foi identificada uma mutacdo, ja descrita por Haites, Nelis e Van
Broeckhoven (1998), originada da delecdo das bases TG resultando uma alteracéo
frameshift que altera o quadro de leitura da proteina. Essa alteracdo apresentou-se como
patogénica pelos programas de predicéo in silico UMD-Predictor (patogénica grau 100)
e MutationTaster (causadora de doenca). No estudo de conservacdo entre espécies
mostrou ser uma regido conservada e parcialmente conservada. Essa variante ndo foi
encontrada no EXAC ou 1000G.

A Paciente 6 apresentou a transicdo da base nitrogenada G para T na posicao 72,
resultando na troca do aminoacido triptofano, que é um aminoéacido do grupo aromatico,
polar, para cisteina, que & um amino&cido hidrofilico, na posicdo 24 da proteina
(Trp24Cys), localizada no primeiro dominio transmembrénico, ja descrita anteriormente
por outros autores (LEE et al., 2002; PANOSYAN et al., 2017). A analise de predigdo
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in silico mostrou os seguintes resultados Polyphen2 (1,00/possivelmente patogénica),
SIFT (0,00/deletéria), UMD-Predictor (patogénica grau 100) e MutationTaster
(causadora de doenga). No estudo de conservacao entre espécies mostrou ser uma regido
altamente conservada. Essa variante ndo foi encontrada no EXAC ou 1000G.

O Paciente 7 apresentou a transicdo de G para A na posicdo 491, resultando na
troca do amino&cido Arginina que € um aminoacido carregado positivamente, no codon
164, por Glicina que é um aminoacido polar (Argl64Gli), localizada no segundo loop
extracelular, ja descrita anteriormente (BORT et al.,, 1997; PANAS et al., 1998;
MERSIYANOVA et al., 2000; YOSHIHARA et al., 2000; DUBOURG et al., 2001;
HUEHNE et al., 2003; CHOI et al., 2004; SEEMAN, 2004; CASASNOVAS et al.,
2006; TSAI et al., 2016), sendo uma das mutacfes mais frequentes neste gene
(CASASNOVAS et al., 2006), representando um hotspot para mutagcdes. Um fato
interessante € que o paciente relatado por Choi et al. (2004) tratava-se de um caso
esporéadico e apresentava o fenétipo de CMT2, enquanto o paciente por nés identificado,
assim como os relatados por outros autores, apresentava o fenttipo de CMT1. Através
da analise de predicdo in silico mostrou os seguintes resultados Polyphen2 (0O,
9888/possivelmente patogénica), SIFT (0,01/deletéria), UMD-Predictor (provavelmente
patogénica grau 72) e MutationTaster (causadora de doenca). No estudo de conservacao
entre espécies mostrou ser uma regido altamente conservada. Essa variante ndo foi
encontrada no EXAC ou 1000G.

Autores como Miki et al. (2013) sustentam que no caso de CMTX alguns
pacientes poderiam apresentar deterioracdo rapida dos sintomas devido a participacdo
de células inflamatdrias no processo de lesdo dos nervos, determinada por um
mecanismo subjacente relacionado a propria doenca, o que ndo significaria,
simplesmente, a co-ocorréncia de PIDC ao acaso. Outros pacientes podem apresentar
deterioracdo dos sintomas devido a lesdes do sistema nervoso central (PANAS et al.,
1998; LEE et al., 2002).

Outros autores recomendam que em pacientes com CMTL1 nos quais foi afastada
a duplicacdo do gene PMP22, GJB1 seja 0 primeiro gene a ser sequenciado na avaliagéo
destes pacientes, principalmente se ndo ha transmissdo da doenga entre homens e se a
ENMG apresenta VC nos valores intermediarios. Pacientes esporadicos com neuropatia
crénica e pes cavos deveriam seguir este mesmo raciocinio (BORT et al., 1997; LEE et
al., 2002).
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Devido as caracteristicas clinicas e evolucdo com o tratamento (Tabela 19, pag.
77), € provavel que os pacientes 5 e 6 tenham apresentado concomitancia entre CMT1X
e PIDC. O paciente 7 foi reclassificado como CMTX1 apenas.

5.3 Mutac6es encontradas no gene MPZ

Pacientes com mutacdes em MPZ podem apresentar fendtipos variados,
englobando CMT1B, Doenca de Dejerine-Sottas e Neuropatia Hipomielinizante
Congénita (WARNER et al., 1996), além de CMT2 (MARROSU et al., 1998; LIU et
al., 2013).

Dentre os 119 pacientes aqui analisados, foram encontradas mutacfes neste gene
em dois pacientes, o que corresponde a 1,7% do total de pacientes.

A Paciente 3 apresentou, na posicao 173, uma substituicdo da base nitrogenada
T para A resultando na troca do aminoacido valina, que é um aminoéacido hidrofébico
apolar, para acido aspartico, que é um aminodcido carregado negativamente,
hidrossoltvel, na posicdo 58 (Val58Asp), localizada no dominio Ig extracelular da
proteina PO, ja descrita por Lee et al. (2005). Através da analise de predicdo in silico
mostrou os seguintes resultados Polyphen2 (0,995/possivelmente patogénica), SIFT
(0,01/deletéria), UMD-Predictor (patogénica grau 93) e MutationTaster (causadora de
doenca). No estudo de conservacdo entre espécies mostrou tratar-se uma regido
altamente conservada. Essa variante ndo foi encontrada no EXAC ou 1000G.

A Paciente 4 apresentou uma substituicdo das bases nitrogenadas G para T na
posicdo 303 resultando na troca do aminoédcido triptofano, que ¢ um aminoacido do
grupo aromatico, hidrofébico apolar, para cisteina, que € um aminoacido hidrofilico, na
posicdo 101 (Trpl01Cys), localizada no dominio Ig extracelular da proteina PO, ja
descrita por Latour et al (1995). Através da analise de predicdo in silico mostrou os
seguintes resultados Polyphen2 (0,026/benigna), SIFT (0,00/deletéria), UMD-Predictor
(patogénica grau 90) e MutationTaster (causadora de doenca). No estudo de
conservacao entre espécies mostrou ser uma regido altamente conservada. Essa variante
néo foi encontrada no EXAC ou 1000G.

A figura 2, a seguir, representa a estrutura da proteina MPZ e mostra algumas

das mutacdes ja descritas.
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Figura 2 : Representacdo esquematica da estrutura secundaria da proteina PO com algumas das

mutacdes ja descritas.
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Fonte: SANMANEECHAI et al. (2015).

As mutacfes em MPZ representaram 28,5% das mutacOes encontradas neste
estudo. Em uma série de pacientes com CMT representou 4,35% dos pacientes
estudados (LIU et al., 2013), ap06s exclusdo de mutacdes em PMP22, GJB1 e MFN2. A
frequéncia de mutacOes neste gene varia de 1,1 a 9% em pacientes com CMT (LIU et
al., 2013), constituindo-se na segunda causa mais frequente de CMT1, ja tendo sido
identificadas mais de 200 mutacdes (TIMMERMAN; STRICKLAND; ZUCHNER,
2014).

Nenhuma das duas pacientes apresentava histéria familiar de neuropatia. No
estudo de Sanmaneechai et al. (2015) 32% dos pacientes com mutacdes neste gene
foram considerados como casos esporadicos. Alguns pacientes podem ter inicio dos
sintomas em idades mais avancadas e répida progressdo (LIU et al., 2013), além
assimetria de sintomas (SOUAYAH; TICK CHONG, 2010) o que pode levar a

confusdo com neuropatias inflamatorias, inclusive com a presenca de sintomas
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sensitivos positivos e o achado de células inflamatorias em bidpsia de nervo
(SCHNEIDER-GOLD et al., 2010; DACCl et al., 2012).

Shy et al. (2004) consideraram que 0s pacientes que apresentavam mutagdes em
MPZ poderiam ser agrupados em dois grandes grupos: (i) aqueles com inicio precoce,
antes da aquisicdo da marcha, com velocidades de condugdo nervosa muito baixas e
com dismielinizacdo como o principal achado morfoldgico, e (ii) aqueles com inicio
tardio (adultos) com velocidades de condugéo nervosa apenas moderadamente reduzidas
e apresentando degeneracdo axonal como o maior achado patologico. Posteriormente
esse fenotipo foi ampliado com a inclusdo de um terceiro grupo que englobava
pacientes com inicio na infancia, entre os seis e 20 anos (em média aos 10 anos), com
velocidade de conducdo baixa (entre 15-35 m/s) e amplitude de CMAP levemente
reduzida (SANMANEECHAI et al., 2015). Cerca de 40% dos pacientes pertenceriam ao
primeiro grupo, no qual poderiam ser enquadradas as pacientes 3 e 4, cujos sintomas se
iniciaram aos 6 meses e 12 meses, respectivamente. Cerca de 50% dos pacientes se
enquadram no segundo grupo e em torno de 7% correspondem ao terceiro grupo
referido anteriormente (SANMANEECHAI et al., 2015).

Os achados das bidpsias das Pacientes 3 e 4, com desmielinizacdo e bulbos de
cebola, podem ser encontrados tanto em pacientes com neuropatias inflamatdrias
adquiridas, quanto em neuropatias do tipo CMT1B (FABRIZI et al., 2018), sendo mais
frequentes no grupo de pacientes com inicio precoce, mas também podendo ser
encontradas naqueles com inicio na infancia.

De maneira interessante, a Paciente 4 apresentava liquor com discreto aumento
de proteinas, o que pode ter sido um fator de confusdo para o diagnostico diferencial
com PIDC. Aumento de proteinas no liquor pode ser encontrado em até % dos pacientes
com CMT1 (BOUCHE et al., 1983; GABREELS-FESTEN et al., 1992).

A ENMG mostrou dispersdo temporal nas duas pacientes e presenca de bloqueio
de conducdo na paciente 4, que sdo caracteristicas também encontradas nas neuropatias
adquiridas. Essas caracteristicas ndo foram observadas nos pacientes referidos nas séries
de Shy et al. (2004) e Sanmaneechai et al. (2015). A ENMG nos pacientes com
mutacOes em MPZ pode exibir alteracGes desde velocidade de conducdo extremamente
baixas (<15m/s) e com CMAP moderadamente baixo a pacientes com VC baixa (44
m/s) e CMAP normal. Murphy et al. (2011) chamam a atencdo para o fato de que
pacientes com CMT1B podem raramente apresentar ENMG com blogueio de condugéo,

0 que pode causar confusdo com neuropatias inflamatorias. Alguns pacientes podem se
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apresentar com fenotipo de CMT2, as vezes com progressdo rapida dos sintomas (LIU
et al., 2013). Tanto as alteragdes clinicas, quanto neurofisiolégicas e neuropatoldgicas
podem apresentar correlacdo genotipo-fendtipo, sendo interessante o fato de que
substituicdes por cisteina no dominio Ig extracelular poderiam determinar fendtipo mais
grave, determinando inicio precoce dos sintomas (SANMANEECHAI et al., 2015).
Essa substituicdo foi encontrada na Paciente 4.

A resposta transitoria ao uso da imunoglobulina pode sugerir a presenca de um
mecanismo inflamatorio determinando piora dos sintomas da Paciente 3, o0 que néo foi
observado na Paciente 4. Em nenhum dos dois casos, porém, temos evidéncias de
sobreposicao entre PIDC e CMT, tendo o diagndstico sido mudado para CMT1B nos
dois casos. Trabalhos experimentais em camundongos com mutagdes em PO sugerem a
participacdo de células inflamatorias no processo de desmielinizacdo (SCHMID et al,
2000; CARENINI et al, 2001), o que pode ser compativel com a melhora transitoria
referida pela Paciente 3. De maneira interessante, a presenca de células inflamatérias foi
identificada predominantemente em nervos e raizes motoras destes modelos
experimentais (CARENINI et al, 2001). Esses achados ndo configuram, por si s, 0
diagnostico de sobreposicao entre CMT e PIDC.

Watanabe et al. (2002) relataram uma paciente com inicio assimétrico de
sintomas motores aos 29 anos, ENMG com importante redugdo da VC e LCR com
aumento de proteina. Foi feita hipdtese de sobreposicdo entre neuropatia hereditéria e
adquirida devido aos achados clinicos e bidpsia de nervo. Uso de corticositerdides levou
a melhora clinica e neurofisiolégica. Houve piora dos sintomas com tentativa de
desmame da droga, tendo ocorrido nova melhora ap6s reintroducdo do medicamento.
Os autores encontraram a mutacdo Arg98His e consideraram que neuropatia hereditaria
provocaria uma predisposicdo a neuropatia inflamatoria, porém sem mecanismos bem
definidos.

Schneider-Gold et al. (2010) descreveram uma familia na qual a paciente indice
iniciou os sintomas aos 45 anos, tendo apresentado parestesias, sensacao dolorosa e leve
fraqueza em membros inferiores. Houve progressdo dos sintomas ao longo de um ano,
com ENMG mostrando alteragbes predominantemente axonais, porém com
desmielinizacdo em alguns nervos e liquor com discreto aumento de proteina, o que
levou ao diagnostico inicial de PIDC. A paciente foi submetida a tratamento
imunossupressor. Ndo houve resposta a corticosteroide, azatioprina e plasmaférese. A

melhora clinica e neurofisiolégica foi observada com imunoglobulina (ficando
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dependente de infusdo mensal) e micofenolato de mofetila. Trés filhas apresentaram
neuropatia com predominancia de caimbras, parestesias, dores e sintomas de sindrome
de pernas inquietas, sendo feito diagnostico de CMT2 pela mutacdo c.700G>T
(p.Asp234Tyr) em heterozigose, no dominio citoplasmatico de MPZ, a qual pode ter
apresentacdo variavel, tanto como CMT1 quanto CMT2. Os autores especulam a
presenca de um fendmeno imunoldgico secundério levando a uma apresentacdo PIDC-
like, idéia também defendida por Fleury et al. (2004), que descreveram uma paciente de
34 anos que, aos 25 anos de idade apresentou um episodio de ataxia nos quatro
membros, hiperproteinorraquia, evolucgéo recorrente e melhora dos sintomas com uso de
imunoglobulina endovenosa. Em modelos experimentais (camundongos knockout
heterozigotos para MPZ) pode haver o desenvolvimento de uma neuropatia que se
assemelha a neuropatia inflamatdria adquirida (SHY et al., 1997). Klein et al. (2015)
demonstraram, em um elegante modelo animal de CMT1B, que nos estagios iniciais da
desmielinizacdo geneticamente determinada, anticorpos sistémicos pré-existentes ligam
0 sistema imune inato e adaptativo durante o processo de desmielinizag&o induzido por
macrofagos. Interessante observacdo pontua a deposicdo preferencial de anticorpos no
quadriceps femoral em oposicdo ao nervo safeno, sendo o ultimo preservado de
inflamacdo e degeneragdo de mielina. Estes anticorpos se ligam preferencialmente
proximo as regides nodais e poderiam funcionar mais como um fator de amplifica¢do do
que causal para a degeneracdo da mielina, levando a um ambiente semelhante ao visto
durante a degeneracdo walleriana, embora ativado em condicGes ndo lesionais.

Em um interessante estudo, Pham et al. (2007) encontraram positividade de
anticorpo contra PO em 30% dos pacientes com perda auditiva rapidamente progressiva,
embora a simples presenca do anticorpo ndo possa ser responsabilizada como fator
causal da situacdo. No entanto, sabe-se que alguns pacientes com mutacdo em PO
apresentam perda auditiva associada. Estes auto-anticorpos ndo estavam presentes em
pacientes com doenca de Meniere ou em pacientes com doencas do colageno.

Pacientes com sintomas sugestivos de sobreposi¢do entre neuropatia hereditaria
por mutacdo em MPZ e inflamatoria, também foram descritos por outros autores.
Simpsom e Rajabally (2010) apresentaram o relato de um paciente de 44 anos,
previamente assintomatico, que desenvolveu um quadro agudo de alteragcdo sensitiva
difusa que durou dois meses e remitiu espontaneamente, sendo considerada a
possibilidade de uma Sindrome de Guillain-Barré. Posteriormente se identificou a

mutacdo Leul44fs. Donaghy et al. (2000), apresentaram o caso de um paciente que aos
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58 anos comecou a apresentar fraqueza progressiva nas pernas, associada a sintomas
sensitivos positivos, com LCR mostrando aumento de proteinas e cuja ENMG mostrava
diminuicdo difusa da VC, sem dispersdo temporal ou bloqueios de conducdo. Apos
quatro meses de tratamento com prednisolona 60mg ao dia, houve melhora dos
sintomas. Posteriomente ocorreu nova piora sem resposta a outras alternativas de
tratamento (IglV, plasmaférese, azatioprina, ciclosporina). No seguimento, outros
familiares foram avaliados com sintomas sugestivos de neuropatia, todos com inicio
apos a quarta década de vida, sendo realizado o diagnostico da mutacdo 11e99Thr no
gene MPZ. Burns et al. (2006) apresentaram 0 caso de um paciente que aos 47 anos
iniciou sintomas de parestesias e dores em membros inferiores, com ENMG mostrando
discreta reducdo da velocidade de conducdo e LCR com aumento de proteinas. Devido a
hipdtese inicial de PIDC atipico foi utilizado IglV sem resposta, 0 que motivou a
investigacdo de outros membros da familia. A mée do paciente admitiu sintomas muito
leves (parestesias noturnas). Ambos apresentaram a mutagcdo Arg36Trp configurando
um caso de confusdo diagndstica entre neuropatia adquirida e hereditaria.

5.4 Alteracdes encontradas no gene LITAF

N&o encontramos nenhuma variante patogénica neste gene, nos pacientes
estudados.

Foram observadas apenas alteracBes silenciosas (polimorfismos), que séo
listados a seguir: ¢.234G>A (Trp78Trp), ¢.274A>G (1le92Val), ¢.333C>T (AlalllAla),
€.364C>T, c. 488C>T 3’UTR, ¢.586C>T 3’UTR, ¢.607C>T 3°’UTR, ¢.630 C>T 3’UTR.
Todas essas alteracdes apresentaram critérios de benignidade nas analises in silico. Saifi
et al. (2005) demonstraram que as variantes ¢.585C>T e ¢.629C>T, regides proximas as
que encontramos alteracBes, ndo segregam juntamente com o fendtipo da doenca
(CMT1C).

Encontramos na literatura apenas um relato sugestivo de sobreposicdo entre
CMTI1C e PIDC, realizado por Grimm et al. (2017). Estes autores apresentam um
paciente de 53 anos com histdria de uma neuropatia sensitivo-motora cujos sintomas se
iniciaram aos 41 anos de idade e foram progressivos. Tentado uso de corticosterdides
com discreta melhora dos déficits sensitivos. A medicacdo foi suspensa por efeitos
colaterais. Nos meses seguintes houve progressao intermitente dos sintomas. A ENMG

mostrou caracteristicas desmielinizantes uniformes e o liquor discreta dissociagdo
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albumino-citologica. De maneira interessante, ultrassom de nervos mostrou aumento
assimétrico de nervos, inclusive entre fasciculos de um mesmo nervo, sugerindo uma
neuropatia inflamatdria. Anélise do gene LITAF mostrou a variante ¢.380G>A;
p.Cys127Tyr. Houve melhora clinica com o uso de IglV, inclusive com melhora do
aspecto sonografico dos nervos ap0Os tratamento. Também encontramos relatos
mostrando dificuldade diagndstica em paciente que recebeu diagndstico inicial de PIDC
(queixas sensitivas associada a exame fisico e ENMG com bloqueios de condugéo) o
qual foi posteriormente mudado para CMT1C ap6s observacdo clinica de lenta
progressdo da doenca e alteracdes osteo-articulares (pés cavos) e avaliacdo de outros
individuos da familia (CIOTTI et al., 2014). Eventualmente, os sintomas da neuropatia
hereditaria podem ser tdo leves que ndo demandam busca de atendimento, podendo a
mesma ser diagnosticada em situacdes que podem levar a confusdo diagnostica com
PIDC e a instituicdo de tratamentos desnecessarios (LUIGETTI et al., 2014).

E interessante a observacdo de Sinkiewicz-Darol et al. (2015). Estes autores
demonstraram que em células com o tipo selvagem de LITAF, o0 mesmo se apresentava
co-localizado juntamente com o marcador lisossomal CD63, sugerindo que o produto
do gene se encontra normalmente nos lisossomos, ao passo que as células que
apresentavam a variagdo 1le92Val tinham parte de LITAF localizado no lisossomo e
parte na mitocéndria, sugerindo que ocorre alteracdo da localizacdo da proteina na
presenca da variante 11e92Val. Isso poderia, na presenca de condicGes subjacentes ainda
ndo totalmente definidas, contribuir para alteracdo fenotipica de uma determinada
afeccdo, como foi observado por estes autores em relacdo a pacientes com CMT1A.
Essa alteracdo parece diminuir a capacidade de degradacdo da proteina PMP22
determinando maior acimulo desta proteina, levando a inicio mais precoce da doenca
no grupo de pacientes com aparecimento dos sintomas acima dos 10 anos de idade. Em
24% dos pacientes com PIDC aqui estudados nos quais foram excluidas mutaces nos
genes PMP22, GJB1 e MPZ, foi obervada a variante 1le92Val e sua presenca nao se
correlacionou com alteracdes fenotipicas nestes pacientes. Em nosso laboratério, estudo
prévio de 66 pacientes com CMT1 nos quais havia sido excluida duplicacdo ou mutagéo
no gene PMP22, e mutacfes nos genes GJB1 e MPZ, mostrou frequéncia de 24,2% da
variante 11e92Val (BUENO, 2011), o que foi semelhante ao que encontramos para 0s
pacientes com PIDC. No Brasil, em individuos idosos saudaveis, a frequéncia desta

variante ndo patogénica foi de 0,153530 (ou seja, 15,35%) no banco de dados ABraOM
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(<http://abraom.ib.usp.br/search.php>, acessado em 24/12/2018) (NASLAVSKY et al.,
2017).

5.5 Consideracdes finais

As neuropatias, tanto adquiridas quanto hereditarias, reduzem de maneira
importante a qualidade de vida dos pacientes. No caso das neuropatias hereditarias,
caracteristicas como a degeneracdo axonal comprimento-dependente, atrofia muscular,
deformidades esqueléticas e disfuncdo sensitiva desempenham importane papel. As
formas mais comuns destas doencas (CMT1A, CMT1B e CMTX1) sdo determinadas
por mutacdes relacionadas ao gene da proteina periférica associada a mielina (PMP22),
da proteina zero da mielina (MPZ) ou da conexina 32 (GJB1/Cx32), respectivamente.
Estudos dos modelos animais correspondentes tém identificado componentes do sistema
imunoldgico como possiveis mecanismos fisiopatoldgicos em parte envolvidos nestas
doencas (MARTINI; TOYKA, 2004). Mecanimos semelhantes aos que ocorrem na
degeneracdo walleriana foram obervados nestes modelos, abrindo nova luz a
compreensdo da fisiopatologia da doenca e das interagdes entre 0s sistemas nervoso e
imunologico (MARTINI; KLEIN; GROH, 2013). Assim, as alteracbes estruturais
determinadas por algumas mutacGes e a modulacdo fenotipica por fatores como a
atividade inflamatdria, possivelmente permitem o entendimento da diversidade de
apresentacdo da doenga, como a assimetria clinica e eletroneumiografica que podem
determinar confusdo diagnostica. No entanto, o motivo pelo qual alguns pacientes
apresentam uma exacerbacdo deste componente inflamatério, demonstrado pela
resposta persistente ao tratamento imunomodulador, sugerindo a sobreposi¢do entre
uma neuropatia hereditaria (CMT) e uma neuropatia inflamatdria adquirida (como
PIDC) é uma questdo que ainda permanece em aberto. Pode ser que estes pacientes
apresentem caracteristicas similares aquelas responsaveis pela determinacdo de que um
paciente apresente uma neuropatia inflamatéria aguda enquanto outros apresentam uma
incapacidade de debelar o ataque autoimune, desenvolvendo a cronificacdo da
neuropatia imunomediada, constituindo o grupo de pacientes denominado PIDC. A
propria existéncia de predisposi¢cdo a neuropatia inflamatoria em um paciente com
neuropatia hereditaria € uma questdo de contovérsia entre os estudiosos do assunto
(GINSBERG et al, 2004; RAJABALLY et al, 2016). O entendimento destes
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mecanismos contribuird para a elucidacdo da fisiopatologia da doenca e para o
desenvolvimento de alternativas terapéuticas em alguns casos.

Latov (2014) considera que pacientes com neuropatias hereditarias podem ter
apresentacdes variadas e como a prevaléncia de CMT1 € cerca de cinco vezes maior que
a prevaléncia de PIDC (com frequéncia de mutacbes de novo de aproximadamente
20%), um numero significante de pacientes com diagndstico recente de PIDC pode, de
fato, ter uma neuropatia hereditaria, conforme encontrado no presente estudo. Allen,
Ney e Lewis (2018) consideram que € de fundamental importancia a resposta
terapéutica objetiva naqueles pacientes diagnosticados que ndo satisfazem
completamente os critérios ENMG e apresentam outros critérios clinicos ou suportivos
para PIDC, conforme o que observamos nos pacientes nos quais foram identificadas

mutacgdes, como critério para confirmacgéo da presenca de sobreposicao.
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6 CONCLUSOES

1. Foram encontradas mutac¢des nos genes PMP22, GJB1 (Cx32) e MPZ (P0O) em
5,9% dos pacientes com diagnostico inicial de PIDC aqui analisados.
Observamos apenas polimorfismos no gene LITAF, ndo sendo encontrada

nenhuma variante patogénica.

2. Foram encontradas mutacfes (duplicacdo) do gene PMP22 em dois pacientes
dentre os 119 analisados (1,68%).

3. Foram encontradas mutacdes gene GJB1(Cx32) em trés pacientes dentre os 119

individuos avaliados (2,52%).

4. Nao foram encontradas variantes patogénicas no gene LITAF entre os 119

pacientes analisados.

5. Foram encontradas mutacdes do gene MPZ (P0O) em dois pacientes dentre os 119
analisados (1,68%).

6. Dentre os sete pacientes com CMT identificados, quatro apresentaram
caracteristicas clinicas e de evolucdo apos o tratamento que permitem inferir a
possibilidade de concomitancia entre CMT e PIDC, representando 57% (4/7)
dos pacientes com CMT1 identificados e 3,4% (4/119) do total de pacientes
avaliados.

7. A taxa de diagnostico incorreto de PIDC (considerando o diagnostico diferencial
com neuropatias hereditarias aqui abordado) foi de 2,5%, visto que trés dos
pacientes mutados em relagcdo ao total (119) de pacientes analisados teve o
diagnéstico mudado para CMTL1 apenas (sendo dois CMT1B e um CMTX1),

tendo-se em vista a ndo resposta ao tratamento imunossupressor.

8. Caracteristicas como a presenca de progressdo rapida dos sintomas, a presenca
de manifestagGes clinicas assimétricas, a ENMG mostrando condugdo nervosa
ndo-uniforme, a ocorréncia de sintomas sensitivos positivos, o achado de

fraqueza ndo-comprimento dependente e, principalmente, a resposta positiva ao
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tratamento foram fatores obervados nos pacientes com sobreposicdo entre
neuropatia hereditéria e neuropatia inflamatoria. A principio ndo permitiram o
diagndstico da neuropatia hereditaria, porém levaram ao diagndstico da
neuropatia inflamatoria e consequentemente a decisdo terapéutica. A bidpsia de
nervo periférico ndo mostrou achados que pudessem diferenciar as duas

condigdes.

O principal fator determinante da dificuldade diagnostica foi a auséncia de
historia familiar. Outras caracterisitcas pouco comuns em pacientes com CMT
que podem ter contibuido para a dificuldade diagndstica foram a conducéo

nervosa nao-uniforme e a fraqueza ndo-comprimento dependente.
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ANEXO A

PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS A SER RETIRADO DO PRONTUARIO DO
PACIENTE

“INVESTIGACAO DE MUTACOES E POLIMORFISMOS NOS GENES PMP22, MPZ,
CONEXINA-32, EGR2 E LITAF EM PACIENTES COM O DIAGNOSTICO DE
NEUROPATIA INFLAMATORIA DESMIELINIZANTE CRONICA."

Aluno: Alex Eduardo da Silva

Orientador e mentor do projeto: Prof. Dr. Wilson Marques Junior

1. IDENTIFICAGAO

Paciente:

Registro hospitalar:

Contato:

Data da avaliagdo.___/___/ Idade: Data nascimento:___/___ [/

Cor da pele: (1)Branco  (2)Negro (3)Pardo (4)Amarelo

Género: (1) masculino (2) feminino Estado civil: (1)solteiro  (2)casado
(3)separado

Escolaridade: (1)analfabeto (2) 1°grau incompleto (3)1°grau completo
(4)2°grau incompleto  (5)2°grau completo (6)3°grau
2. DADOS CLINICOS

Idade de inicio dos SINtOMAS: ...

Tinha conhecimento de ter neuropatia? ...
Se sim, houve piora rapida? (1) sim (2) nédo

Historia familiar de neuropatia periférica? (1)sim (2)nao(esporadico)
(3)desconhece

Se aresposta é sim, a heranca é (1) AD (2) AR (3) Ligada X  (4) mitocondrial

Duragdo dos sintomas até piora maxima: (1)< 4 semanas (2) 4 a 8 semanas (3)> 8
semanas



Progressao sintomas: (1)progressivo  (2)flutuante  (3)remitente (4) episodio
unico

MANIFESTAGOES MOTORAS:
a) segmentos comprometidos: (1)MMSS proximal (2) MMSS distal

(3)MMII proximal (4) MMII distal (3)
ausentes
b) quanto a simetria: (1) simétrica (2) assimétrica (3) focal (4)
ausentes
¢) sintomas motores_nervos cranianos: (1)acometidos (2)ndo acometidos
Descrever 0 aComMetimMENTO: ... e e e e e

d) Atrofia muscular: (1)presente (2)ausentes

MANIFESTAGOES SENSITIVAS

a) sintomas sensitivas: (1)presentes (2)ausentes

b) distribuicdo: (1)bota (2)luva (3)bota e luva (4) ausentes

¢) quanto a simetria: (1)simétrica (2)assimétrica (4)ausentes

d) dor: (1) presente (2) ausente. Caracterizar quanto a topografia e caracteristicas

e) parestesias: (1) presente (2) ausente. Caracterizar quanto a topografia e
o= L= o £ 4= LSS

f) disestesias: (1) presente (2) ausente. Caracterizar quanto a topografia e
(o= V= Tt (= 1ot 1= S

g) alodinia: (1) presente (2) ausente. Caracterizar quanto a topografia e
(o= V= Tt (= o= 1= SRR

h) perda da sensibilidade a dor: (1) presente (2) ausente. Caracterizar quanto a
(o] oo Te | £= 11 = RS
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h) perda da sensibilidade tactil (1) presente (2) ausente. Caracterizar quanto a
topografia

h) perda da sensibilidade vibratoria (1) presente (2) ausente. Caracterizar quanto a
topografia

h) perda da sensibilidade cinético-postural (1) presente (2) ausente. Caracterizar
quanto a topografia

REFLEXOS PROFUNDOS:

bicipital  (1)normais  (2)hiporreflexia (3)abolidos

triciptal (1)normais (2)hiporreflexia (3)abolidos

estiloradial (1)normais (2)hiporreflexia (3)abolidos

patelar (1)normais  (2)hiporreflexia (3)abolidos

aquileo (1)normais  (2)hiporreflexia (3)abolidos
MANIFESTAGOES OSTEO-ARTICULARES QUANDO DO INICIO DA DOENGA

a) Dedos em martelo: (1) presente (2) ausente

b) Pés cavos: (1) presentes  (2) ausente
¢) Mao em garra: (1) presentes  (2) ausente
d) escoliose/cifo-escoliose: (1) presente (2) ausente

OUTROS DADOS

a) Hipertrofia neural: (1) presentes (2) ausente

3. EXAMES COMPLEMENTARES

Liquor: células: proteinas:



Estudo da conducao:

( ) desmielinizante: ( )uniforme ( ) n&o uniforme

(< 35m/s) ( ) Blogueio de conducdo em ........ nervos
( ) Dispersd@o temporal em ....... nervos
() intermediario ( )uniforme ( )n&o uniforme
(entre 35 a45m/s) ( )Bloqueio de condugdo em ........ nervos
( ) Dispers&o temporal em ....... nervos
( ) axonal

Critério NF de PIDC: ( )sim ( )n&o
Biopsia de nervo:
Infiltrado inflamatorio: (1)ausente  (2)leve (3)moderado (4)intenso
Ceélulas inflamatérias: (1) ausentes  (2) macréfagos  (3) linfécitos  (4)Linf+Macrof
Mielina: (1)normal (2)desmielinizacdo (3)bulbos de cebola
Edema endoneural/subneural: (1)presente (2)ausente

Degeneracéao axonal: (1)presente (2)ausente

4. DOENCAS ASSOCIADAS
(1)Diabetes mellitus
(2)Gamopatia monoclonal IgG ou IgA de significado indeterminado

(3)Gamopatia monoclonal IgM sem anticorpos contra a glicoproteina associada a
mielina

(4HHIV

(5)Hepatite crénica ativa

(6)Lupus eritematoso sistémico ou outra doenca do tecido conectivo
(7)sarcoidose

(8)tirecidopatia

(9)doenca intestinal inflamataéria

(10)Glomerulopatia membranosa

(11)transplante de medula ¢ssea ou érgao solido

(12)nenhuma
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5. DIAGNOSTICO SINDROMICO E TOPOGRAFICO FINAL:
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5.1. (1) polineuropatia ( 2 ) mononeuropatia multipla (3) poliorradiculoneuropatia

5.2. (1) desmielinizante (7.a) uniforme (1.b) ndo uniforme (2) axonal (3)

intermediaria

6. CRITERIOS QUE SUGEREM COEXISTENCIA ENTRE PIDC E CMT:

a) Progresséo rapida dos sintomas ( ) (1- sim; 2- ndo)

b) ManifestacGes assimétricas ( )

¢) Conduc&o nervosa nao-uniforme ( )

d) Infiltrado inflamatério na biopsia de nervo ( )

e) Sintomas sensitivos positivos ( )

f) Resposta positiva ao tratamento ( )

g) Fragueza ndo-dependente de comprimento de fibras ( )
(a-f: Ginsberg et al, 2004, g: Marques et al, 2010)

7. TRATAMENTO

Tratamento: (1)pulso corticdide endovenoso  (2)imunoglobulina
(3)plasmaférese

(4)imunossupressores (5)combinada

Evolugcdo sintomas: (1)melhora (2)piora (3)estabilizado

5. ANALISE MOLECULAR
17p11.2: (1)duplicacdo (2) delecdo (3)normal

PMP22_mutacéo de ponto: (1)ausente  (2)presente:

PO_mutacdo: (1)ausente  (2)presente:

Conexina 32_mutacéo: (1)ausente (2)presente:

LITAF_mutacdo: (1)ausente (2)presente:

(6)nenhum



ANEXO B

Termo de Consentimento Livre e Informado

O aluno de pés-graduagio, o médico neurologista Alex Eduardo da Silva, convida o (a)

o Sr (a):

RG: , mascido em /[ e domiciliado a
, municipio

de a  participar  como

voluntario do Projeto “Investigacio de mutacdes e polimorfismos nos genes PMP22,
MPZ, Conexina-32, EGR2 e LITAF em pacientes com o diagnéstico de neuropatia
inflamatéria desmielinizante cronica.”, sob orientacdo do Prof. Dr. Wilson Marques
Junior.

Informacdes ao participante da pesquisa:

1) A doenga pela qual o Sr (Sra.) esta sendo (ou foi) tratado (a), chama-se
polineuropatia inflamatéria desmielinizante crénica (PIDC). E uma doenca que
causa inflamag¢do nos nervos, que entdo param de funcionar, causando fraqueza
muscular e alteragio da sensibilidade.

2) Esta doenga é tratada com medicamentos que controlam o sistema imunologico
da pessoa, tentando fazer com que ele pare de atacar os nervos acometidos.

3) Algumas vezes outras doencas, tais como o diabetes mellitus e doencas da
tireoide, facilitam o aparecimento da PIDC. Recentemente, foi demonstrado que
neuropatias hereditarias também podem estar associadas. quer facilitando o
desenvolvimento da PIDC, quer sendo confundida com PIDC.

4) Neuropatias hereditdrias sdo aquelas que existem dentro de uma mesma familia,
passando dos pais para os filhos. No entanto, algumas pessoas com neuropatia
hereditaria podem ser clinicamente normais ou podem ter uma neuropatia muito
leve, que nao as prejudica e, portanto, ndo sdo diagnosticadas.

N
—

As neuropatias hereditarias tém um tratamento diferente da PIDC e, portanto,

devem ser identificadas e tratadas corretamente.

6) O objetivo deste estudo é pesquisar defeitos genéticos (hereditarios) que
porventura estejam causando sua neuropatia ou facilitando o seu aparecimento.
Isto tem importincia pratica pois pode mudar o tipo de tratamento a que esta
sendo submetido.

7) A sua participagdo neste estudo é voluntaria e isenta de qualquer gasto adicional
de sua parte. A continuidade de seu tratamento no Ambulatorio de Doencas
Neuromusculares do HC-FMRP também nao sera de maneira alguma afetada ou
condicionada pela sua decisdo. Serdo mantidas suas consultas regulares no
ambulatorio, independememente de sua participacéo neste estudo.

8) Caso aceite participar deste estudo, solicitaremos apenas a permissdo para coleta

de esfregaco de sua mucosa oral (bochecha) para extracdo de DNA para

identificar a neuropatia hereditaria. Coletaremos também dados clinicos de seu
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prontuario. Todos os seus dados pessoais serdo mantidos em sigilo e em nenhum
momento vocé sera identificado.

9) Nao ha nenhum gasto relacionado em sua participagdo neste estudo e ndo esta
presente nenhum risco. Em relagdo aos beneficios, além do tratamento mais
adequado de sua doenca, ja mencionado acima, as informacdes obtidas poderdo
ser importantes para o tratamento de outras pessoas, inclusive de sua propria
familia. Caso aceite participar deste estudo, vocé tera liberdade para deixa-lo a
qualquer momento, sem nenhun prejuizo em relagéo ao seu seguimento. Neste
hospital.

10)Os resultados deste estudo poderdo ser compartilhados com a comumdade
cientifica através de defesa de tese e publicagiio em revistas cientificas.

Quaisquer informacgdes adicionais, duvidas ou problemas que porventura surjam
poderio ser discutidas com os responsaveis por este estudo: Dr. Alex e Prof Dr.
Wilson Marques Jr, que podem ser encontrados nos telefones (16) 36022391 ou (16)
36022616 ou no Setor de Neurofisiologia Clinica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

Dr. Alex EAuardo da S1lva. ..o oo

Prof. Dr. Wilson Marques Jr.......ooooiiiiiieie e

Li as informacdes acima e entendi o propésito deste estudo, assim como os
beneficios e os riscos de participar dele. Tive a oportunidade de fazer perguntas e
todas foram respondidas. Eu, através deste termo, dou livremente meu
consentimento para participar deste estudo.

Assinatura do participante ou do responsavel legal Data
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