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RESUMO

A Sindrome de Rett (RTT) é uma doenca rara diagnosticada no sexo feminino, com uma
incidéncia de 1 em cada 15 000 nascimentos em raparigas, embora também possa ser

diagnosticada com uma menor incidéncia no sexo masculino.

A origem da RTT é genética, uma vez que é causada maioritariamente por mutagdes no
gene methylCpG-binding protein 2 (MECP2), localizado no cromossoma X. Apesar da origem

genética da patologia, o diagnostico da RTT é baseado em critérios sintomatoldgicos.

Tendo em conta a grande diversidade de quadros sintomatoldgicos associados a esta
patologia no sexo masculino, a literatura cientifica evidencia metodologias que procuram
realizar uma correlagdo gendtipo/fenétipo, tendo em conta as mutacGes identificadas no gene

MECP2 e 0s seus respetivos quadros clinicos associados.

Neste ambito, a presente monografia desenvolveu um novo método, baseado no método
descrito por Villard (2007), e avaliou a eficacia de ambos em realizar uma correlacéo
gendtipo/fendtipo atraves da classificacdo das mutacdes missense identificadas no sexo

masculino descritas na base de dados RettBase.

Concluiu-se que ambos os métodos apresentam percentagens de eficacia razoaveis, o
que justifica o seu uso. No entanto, 0 método desenvolvido pelo presente trabalho apresenta

vantagens comparativamente ao método descrito por Villard (2007).

Através da analise de um conjunto de 144 casos clinicos masculinos, correspondente a
54 mutacBes missense, foi possivel avaliar a distribuicdo e frequéncia das mutagcdes missense
identificadas ao longo do gene que codifica para a proteina MeCP2, tais como 0s graus de
severidade dos quadros clinicos associados a estas mesmas mutac6es. Esta analise distingue-se
das ja existentes na literatura cientifica, devido a sua abrangente e alargada amostra de casos
clinicos masculinos analisados. Isto permite dar solidez aos resultados e conclusdes

provenientes do presente trabalho.

Palavras-chave: Sindrome de Rett; MECP2; mutacdo; RettBase; gene; fendtipo
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ABSTRACT

Rett syndrome (RTT) is a rare disease diagnosed in females, with an incidence of 1 in

15,000 births in girls, although it can also be diagnosed with a lower incidence in males.

The origin of RTT is genetic, since it is mostly caused by mutations in the methylCpG-
binding protein 2 (MECP2) gene, located on the X chromosome. Despite the genetic origin, the

diagnosis of RTT is based on clinical criteria.

Considering the great diversity of symptomatology associated to this pathology in
males, the literature shows methods that seek to perform a genotype/phenotype correlation,
taking into account the mutations identified in the MECP2 gene and their respective associated

clinical presentation.

In this context, this dissertation developed a new method, based on the method described
by Villard (2007), and evaluated the effectiveness of both in performing a genotype/phenotype
correlation through the classification of missense mutations identified in males described in the

RettBase database.

It was concluded that both methods have reasonable percentages of effectiveness, which
justifies their use. However, the method developed by the present work presents advantages
compared to the method described by Villard (2007).

Through the analysis of a set of 144 male clinical cases, which correspond to 54
missense mutations, it was possible to evaluate the distribution and frequency of missense
mutations identified along the gene that codes for the MeCP2 protein, as well as the severity
degrees of clinical presentations associated with these mutations. This analysis differs from
those already existing in the scientific literature due to its large sample of male clinical cases
analyzed. This allows to give solidity to the results and conclusions obtained from the present

work.

Keywords: Rett Syndrome; MECP2; mutation; RettBase; gene; phenotype
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1 Introducéao

1.1 Contexto historico da Sindrome de Rett

A Sindrome de Rett (RTT) foi descoberta por mero acaso, em 1965, em Viena, pelo
clinico pediatra Andreas Rett, que tinha como objeto de estudo criancas com problemas
mentais. Este teve a oportunidade de observar, duas raparigas com movimentagdes idénticas
involuntarias e estereotipadas das maos. Intrigado com este acontecimento Andreas Rett
conseguiu encontrar mais raparigas com estas exatas movimentacgdes estereotipadas nas maos
(1,2). Posteriormente verificou uma histéria clinica idéntica entre este grupo de jovens. Todas
estas jovens tinham tido um periodo de estagnagdo no seu desenvolvimento apds alguns meses
de vida, seguido de um periodo de regressdo, com a respetiva perda de capacidade motoras e
capacidades de comunicacdo. Apos esta observacgdo, Rett comecgou, no ano de 1966, a descrever
esta descoberta em artigos publicados em lingua alemd (2,3). No entanto, estes artigos ndo
favoreceram muito a divulgacdo do conhecimento sobre esta nova Sindrome junto da

comunidade cientifica, devido a falta de evidéncia sobre esta descoberta em lingua inglesa (1,4).

Hagberg, um pediatra sueco, e outros identificaram pela Europa, este mesmo quadro
clinico em mais grupos de raparigas. Assim, em Toronto, no ano de 1981, por ocasido de uma
conferéncia, Hagberg teve a oportunidade de debater estas descobertas com Andreas Rett. A
partir desta data Hagberg, como forma de reconhecimento ao trabalho realizado por Andreas

Rett, passou a intitular esta nova Sindrome como a Sindrome de Rett (1-3).

Deste modo, em 1983 Hagberg publicou um artigo em inglés sobre as suas descobertas
e a RTT. Este artigo deu a conhecer a comunidade cientifica esta patologia. A partir deste
momento os pediatras de todo o mundo e toda a comunidade cientifica ficaram alertadas para
esta nova patologia (1-4).

No mesmo ano, em 1983, foi fundada, por um grupo de pais de criangas com RTT a
Fundacdo Internacional da Sindrome de Rett (IRSF) (1,2,5). Nos anos seguintes o
conhecimento e o entendimento sobre esta patologia foi crescendo junto da comunidade

cientifica e junto dos familiares dos doentes com RTT, como ilustra a figura 1.1 (1,3,4).
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Figura 1.1 - Numero de diagndsticos de RTT ao longo dos anos - O numero de diagnosticos
de RTT nos EUA e no mundo aumentou, devido ao crescente conhecimento e entendimento
sobre a patologia. Figura adaptada de Haas (1)

Foram precisos mais de 15 anos para se encontrar a causa para esta patologia. Este feito
foi conseguido por Amir et al, em 1999, ao identificar o gene methylCpG-binding protein 2
(MECP2) como a principal causa para o aparecimento da RTT. Esta descoberta abriu diversas
oportunidades de estudo e possibilitou um novo olhar para esta patologia (4,6-8). A figura 1.2
ilustra a localizag&o do gene MECP2 no cromossoma X, evidenciando a estrutura do gene.

CROMOSSOMA X Xq28
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— -
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-
- -
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— S

Exé&o 1 Exéo 2 Exéo 3 Exéo 4

GENE MECP2

Figura 1.2 - Localizacdo do gene MECP2 - O gene MECP2 esté localizado no brago longo
(g) do cromossoma X, no locus Xg28, sendo este constituido por quatro exdes. Os exdes nao
estdo ilustrados a escala. Figura adaptada de VVerhoeven et al (9)
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Muito antes da descoberta do gene responsavel pela RTT, acreditava-se que esta
patologia estaria correlacionada com uma mutagdo no cromossoma X. Isto porque se verificava
que a sindrome parecia surgir quase exclusivamente em raparigas, e por se acreditar que rapazes

com a patologia, tendem a ter uma alta taxa de letalidade muito precoce (10-13).

1.2 Manifestacg0es clinicas da Sindrome de Rett
1.2.1 Diagnéstico

A RTT é uma doenga rara, que afeta o desenvolvimento neuroldgico. E diagnosticada
no sexo feminino, com uma incidéncia de 1 em cada 15 000 nascimentos em raparigas, embora
também possa ser diagnosticada, com uma menor incidéncia, no sexo masculino. Esta patologia
apresenta um leque variado de manifestacGes clinicas e desde a sua descoberta que tem sido
dificil para os clinicos e pediatras realizar o seu diagnostico, uma vez que apresenta uma grande
diversidade de fenétipos (4,14-16).

Ao longo dos anos e a medida que o conhecimento sobre a patologia foi aumentando,
novas manifestacGes clinicas foram identificadas (2,17). Apesar desta diversidade e da origem
da patologia ser genética, o diagndstico da RTT é baseado em critérios clinicos (18,19). Os
critérios de diagnostico da RTT foram revistos pela Gltima vez em 2010, por Neul et al., e estdo

representados no Quadro 1.1 (7).

A origem da RTT € genética, uma vez que surge maioritariamente através de mutacoes
no gene methylCpG-binding protein 2 (MECP2), localizado no cromossoma X. Apesar da
origem genética, o diagnostico da RTT é baseado em manifestacdes clinicas, considerando que
a existéncia de mutagdes no gene MECP2 ndo é critério suficiente nem necessario para que a
patologia se manifeste. Verificou-se que as muta¢des no gene MECP2 contribuem para 95% a
97% dos casos de RTT tipica, e que nos casos da variante da RTT ou RTT atipica a prevaléncia
das mutagdes é de 50% a 70% dos casos. Verifica-se ainda casos onde se verificou a existéncia
da mutacdo no gene MECP2 mas néo se verificou o fendtipo caracteristico da RTT (7,20,21).
Esta Gltima situacdo, em raparigas, pode ser explicada por uma tendéncia favoravel na
inativacdo do cromossoma X mutado, sendo que o cromossoma X mutado é maioritariamente
inativado. Por outro lado, em rapazes, esta situacdo pode ser explicada devido a existéncia da

sindrome de Klinefelter (SK) ou de mosaicismo (3,20,21).
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Foram também identificados novos genes para além do MECP2 responsaveis pelo
surgimento do fendtipo da RTT, tais como o gene FOXG1 (Forkhead box protein G1) e o gene
CDLKS5 (Cyclin-dependent kinase-like 5) (21,22). Contudo, o diagnostico desta patologia é
ainda realizado através de critérios clinicos (Quadro 1.1), sendo os testes genéticos apenas

usados para confirmar o diagndstico (7).
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Quadro 1.1 - Critérios de diagnostico da RTT. Adaptado de Neul et al (7)

Critérios requeridos para o diagndstico da RTT tipica

1. Existéncia de um periodo de regressao no desenvolvimento, seguido por um periodo de estabilizagdo ou melhoria (a)

2. Presenca de todos os critérios principais e auséncia de qualquer critério de exclusdo

3. Os critérios de suporte ndo séo necessarios para o diagndstico, embora estejam geralmente presentes nos casos de RTT
tipica

Critérios requeridos para o diagndstico da RTT atipica ou variante da RTT

1. Existéncia de um periodo de regressao no desenvolvimento, seguido por um periodo de estabilizagdo ou melhoria (a)

2. Presenca de pelo menos 2 dos 4 critérios principais

3. Presenca de pelo menos 5 dos 11 critérios de suporte

Critérios principais

1. Perda total ou parcial do controlo motor das maos (b)

2. Perda total ou parcial da capacidade de comunicar verbalmente (b)

3. Anomalias na capacidade de locomocdo: presenca de dispraxia ou incapacidade de locomocgéao

4. Movimentos estereotipados nas maos (torcer os maos e/ou dedos, bater palmas, bater com as méos, levar a méo a boca,
etc)

Critérios de excluséo para o diagnéstico da RTT tipica

1. Dano cerebral, com capacidade de provocar problemas neuroldgicos, causado por trauma peri ou pés-natal, por doenca
neurometaboélica ou por infegdo severa (c)

2. Anomalias profundas e expressivas no desenvolvimento psicomotor da crianga nos primeiros 6 meses de vida (d)

Critérios de suporte para o diagnostico da RTT atipica (e)

1. Disturbios na respiragao (f)
2. Bruxismo (f)
3. Padrdo de sono anormal ou defetivo
5. Distarbios vasomotores periféricos
6. Escoliose ou Cifose
7. Desaceleragdo do crescimento
8. Méos e pés pequenos e frios
9. Risos/gargalhadas/gritos/berros inapropriados
10. Resposta diminuida ao estimulo da dor

11. Intensa comunicagéo com os olhos — “apontar com os olhos”

Deve-se considerar o diagnostico quando se verifica uma desaceleragdo no crescimento da cabecga da crianca - microcefalia
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Como as mutacGes no gene MECP2 séo dos poucos sinais passiveis de identificar antes
do inicio do periodo de regressdo, pode-se dar um “possivel” diagnostico da RTT a
criancas com menos de 3 anos, com sinais clinicos sugestivos de RTT, mas que ainda
ndo tenham perdido qualquer capacidade ou aptiddo caracteristica do periodo de
regressdo. Estas criancas devem ser constantemente reavaliadas num periodo de 6 a 12
meses para despistar qualquer regresséo clinica. Se se manifestar a regresséo clinica, o
diagnostico deve ser alterado para um diagnostico definitivo de RTT. No entanto, se a
crianca ndo mostrar qualquer evidéncia de regressdo até aos 5 anos de idade, o
diagnostico da RTT deve ser questionado.

(b) Na perda na capacidade do controlo motor das maos e na perda da capacidade de

(©)

comunicacdo verbal é necessario que se verifique uma prévia aquisicdo dessas
capacidades. Na perda da capacidade de comunicagao verbal deve-se ter como meio de
comparacdo a melhor capacidade de comunicacdo verbal previamente adquirida, e ndo
se basear apenas na aquisicdo da capacidade de parafrasear ou de proferir palavras.
Assim, se o individuo adquiriu a capacidade de comunicar através do ato de balbuciar,
mas verifica-se que perdeu essa capacidade, entdo deve-se considerar a perda da
capacidade de comunicar verbalmente.

Devera existir uma clara evidéncia (exame oftalmol6gico ou neuroldgico e Ressonancia
Magnética ou Tomografia computorizada) que permita concluir que a disfuncao
neuroldgica tem como causa as circunstancias mencionadas

(d) Anomalias profundas e expressivas que afetem marcos gerais do desenvolvimento

(€)

(f)

(capacidade de deglutir, de desenvolver um sorriso, ou de possuir o controlo motor da
cabeca). Sintomas, como uma leve hipotonia generalizada, ou outra manifestacdo
ligeira, nos primeiros 6 meses de vida, que ja tenham sido previamente descritas como
caracteristicas da RTT (23), sdo comuns no quadro da patologia e ndo constituem um
critério de excluséo.

Se um individuo apresenta ou apresentou alguma das manifestacGes clinicas listadas,
entdo é considerado como um critério de suporte. Muitas das manifestacdes clinicas sao
dependentes da idade e, por isso, a sua probabilidade de se manifestarem estdo
correlacionadas com determinados intervalos de idade. Deste modo, verifica-se que o
diagnostico da RTT atipica é mais facil em individuos mais velhos, comparativamente
a individuos mais novos. Assim, no caso de individuos mais novos (com menos de 5
anos de idade), ¢ possivel associar um “possivel” diagnostico de RTT atipica, caso ndo
apresente o requerimento de apresentar cinco dos onze critérios de suporte, mas
apresente um periodo de regressao e dois ou mais critérios principais de diagndstico.
Individuos que apresentem este “possivel” diagnostico de RTT atipica devem ser
constantemente reavaliados considerando a sua idade e os critérios de diagnostico
expostos.

Quando o doente com RTT se encontra acordado.
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1.2.2 Histdria natural da doenca e fases da patologia

Na RTT foi, desde logo muito cedo, observada, na evolucdo natural da doenga, distintas
fases ou periodos (1). Ao analisar-se os critérios de diagndstico da RTT, descritos por Neul et
al., evidenciados no Quadro 1.1, é necessario que haja obrigatoriamente um periodo de
regressdo no desenvolvimento da crianca e que haja, posteriormente, uma fase de estabilizacéo

ou melhoria (7). Desta forma pode-se identificar quatro fases distintas ao longo da evolugéo

clinica em doentes com RTT (Quadro 1.2).

Quadro 1.2 - As quatro fases da Sindrome de Rett

FASE |

Também denominada como a fase de estagnacéo ou estagnacao
precoce no desenvolvimento, esta fase decorre geralmente entre
0s 6 e 0s 18 meses de idade e pode durar semanas a meses (20,22).

Apdbs os primeiros meses de idade aparentemente normais da
crianca, € possivel observar uma desaceleracdo no
desenvolvimento cognitivo e motor. A crianga com RTT
geralmente ndo consegue apresentar as competéncias esperadas
de uma crian¢a huma determinada idade (18,22).

Durante esta fase 0s sintomas mais evidentes sdo a desaceleracao
do crescimento da cabeca (microcefalia) e a diminuicdo do tonus
muscular, com a consequente diminuicdo da resisténcia ao
movimento passivo (hipotonia). O desinteresse ou apatia por
parte da crianca a estimulos e a interacGes sociais, também pode
ser observado (18,20).

Nesta fase ndo existe propriamente uma deterioracdo, mas uma
estagnacdo ou desaceleracdo no desenvolvimento, o que torna
dificil um diagndstico precoce, pois as manifestacdes clinicas
podem ser pouco evidentes ou desvalorizadas numa crianga com
poucos meses de idades e em desenvolvimento (24,25). Quando
evidentes, os sintomas podem ser associados a outras patologias,
como a Perturbacdo do Espectro do Autismo, encefalopatias,
Sindrome de Angelman, existindo, deste modo, um diagnéstico
precoce e errado (18,21,22).
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FASE lI

Esta segunda fase é designada como a fase de regressédo ou fase
da deterioracdo. Caracteriza-se pela répida deterioragdo do
desenvolvimento da crianga, com a perda de capacidades motoras
e cognitivas (20,22).

Esta fase surge geralmente entre o primeiro e quarto ano de vida
e pode durar semanas a meses. A crianca perde capacidades
motoras previamente adquiridas, como a perda do controlo motor
das méos, existindo uma perda generalizada da fungéo praxica. E
um periodo dramético e extremamente deteriorante do estado
clinico do doente que padece desta patologia. Torna-se ébvia a
evolucdo da RTT na crianga (18,24).

Sintomatologia semelhante a Perturbacdo do Espectro do
Autismo predominam nesta fase, com a perda da comunicacgéo
verbal e ndo verbal, existindo uma falta de interesse na crianga
pelo ambiente que a circunda. Os sinais de atraso mental tornam-
se também bastante claros nesta fase de regressdo ou
deterioracdo. O sintoma caracteristico da RTT costuma surgir
durante esta fase, nomeadamente, 0s movimentos estereotipados
nas méos (18,22,25).

Sintomas como  espasmos  epiléticos, episddios  de
hiperventilacdo e episddios de apneias podem também surgir ao
longo desta segunda fase (18,21,24,25).

FASE llI

Este terceiro periodo da RTT é denominado como a fase pseudo-
estaciondria, e surge entre o segundo e o décimo ano de vida,
quando acaba o periodo de regressdo ou deterioracdo do estado
clinico. Esta fase € caracterizada como um periodo de
estabilizacdo na deterioracdo do estado clinico, onde existem
alguns progressos a nivel motor e social (20-22,25).

A fase pseudo-estacionaria tende a durar anos ou decadas.
Durante este periodo existem melhorias na comunicagéao verbal,
na comunicagdo ndo-verbal e nas interagdes sociais do doente.
Também as capacidades motoras progridem com a melhoria e a
aquisicao de novas aptiddes (18,20,25).

Apesar das melhorias que acompanham este periodo, continua a
existir uma disfuncdo motora generalizada e notaveis tracos de
atraso mental. Doentes com RTT, durante a fase pseudo-
estacionaria apresentam dispraxia, com a consequente
dificuldade ou incapacidade de caminhar, e mantem a
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incapacidade total ou parcial de controlo motor das maos
(18,20,24).

Os movimentos estereotipados nas maos (torcer os maos e/ou
dedos, bater palmas, bater com as méos, levar a mao a boca, etc)
permanecem e revelam-se um sintoma proeminente. Outros
sintomas notaveis nesta terceira fase da patologia sdo a escoliose
(assimetria postural), ataques epiléticos ou espasmos, e
irregularidades na respiracdo, como episddios de hiperventilagdo
e apneias (18,20,24).

Pode surgir a partir dos dez anos de idade, e denomina-se como
a fase da deterioragdo motora tardia. Se o doente evoluir para esta
ultimo periodo ir& decorrer novamente um acentuado decréscimo
na mobilidade motora, ficando este severamente debilitado. O
doente com RTT, que apresentava a capacidade de caminhar,
FASE IV passa a estar incapacitado de o fazer, e passa a estar dependente
de uma cadeira de rodas (18,22,25).

Os sintomas proeminentes, para além dos observados na fase
anterior, sdo as deformidades distais, a bradicinesia, escoliose,
fraqueza muscular, espasticidade e uma incapacidade motora
severa e generalizada (18,20,24).

Embora estejam definidas estas quatro fases da patologia é importante ter em conta que
existe uma grande diversidade de fenotipos e de sintomas nos diversos doentes com RTT, e que
por vezes pode ser dificil distinguir de forma clara estes diferentes periodos da patologia
(20,22). Na figura 1.3 pode-se observar esquematicamente o desenvolvimento de uma crianga
que apresenta RTT, comparativamente ao normal desenvolvimento de uma crianga sem a

patologia, realcando-se as quatro fases da patologia.
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Desenvolvimento
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Figura 1.3 - O desenvolvimento de uma crianga com RTT - O percurso no desenvolvimento da
crianga com Sindrome de Rett (RTT), comparativamente ao desenvolvimento de uma crian¢a normal.
As letras indicam os quatro periodos caracteristicos na histéria natural da patologia. A: Fase I, B: Fase
Il, C: Fase Il e D: Fase IV, Figura adaptada de Haas (1)

1.2.3 Variantes da RTT ou RTT atipica

Considerando a diversidade fenotipica caracteristica dos individuos com RTT,
classificou-se a Sindrome de Rett como tipica ou classica e atipica. Algumas variantes
apresentam caracteristicas Unicas e por esse motivo distinguem-se claramente da RTT tipica.
Estas ndo apresentam todos os critérios de diagnostico necessarios para ser considerada RTT
tipica (Quadro 1.1) (7,22).

As variantes de RTT devem obedecer aos critérios de diagnéstico de Neul et al (2010),
nomeadamente, o0s critérios para a RTT atipica. Estes podem variar em grau de severidade,
existindo quadros clinicos mais severos que outros. O Quadro 1.3 ilustra as principais variantes

da RTT e as suas caracteristicas (7,22).

10
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Quadro 1.3 - As variantes da RTT ou RTT atipicas

Esta variante apresenta um quadro clinico menos
severo. Desenvolvem-se sintomas caracteristicos

Variante da : ) N
~ da RTT, mas existe, apos a fase da regressao, a
preservacao da < A i
l recuperacdo da comunicacdo verbal. Os pacientes
|_nguagem ou conseguem, apos o periodo de regressdo, comunicar
variante Zappella através de palavras isoladas ou através de frases

completas (7,20,22).

Nesta variante existe a manifestacdo grave e severa
dos sintomas da RTT numa fase muito precoce de
vida. Os pacientes desenvolvem diversos sintomas
Sseveros nos primeiros meses de vida. Mutag6es no
gene FOXGL1, localizado no cromossoma X, sdo a
principal causa para a manifestacdo desta variante
(7,20,22).

Variante congénita ou
variante Rolando

Esta variante é geralmente identificada em
individuos com mutacbes no gene CDKLS5,

Variante com localizado no cromossoma X. Caracteriza-se pela
convulsdes precoces presenca de convulsGes ou ataques epiléticos que
ou variante Hanefeld surgem a partir do primeiro més de vida e
geralmente antes dos cinco meses de idade
(7,20,22).

1.3 A origem genetica da Sindrome de Rett

1.3.1 ARTT no sexo masculino

Desde que se comecou a investigar a RTT que se considerou que esta patologia estaria
associada ao cromossoma X, devido a grande incidéncia da RTT no sexo feminino, e a quase
inexisténcia de casos no sexo masculino (17,26). Pensava-se que os individuos do sexo
masculino, por serem hemizigotos para 0s genes do cromossoma X, padeciam da patologia de

uma forma mais agravada, potenciando assim uma morte prematura (18,27,28). Desta forma a

11
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possibilidade se existir a RTT no sexo masculino sempre foi topico de debate, muito antes de
se descobrir o gene MECP2, como o gene responsavel pela manifestacao da doenca (13,29,30).

Contudo, localizou-se, em diversos individuos do sexo masculino, com atraso mental e
outros sintomas caracteristicos da RTT, mutacdes no gene MECP2, que originam no Sexo
feminino o fendtipo da RTT. O quadro clinico no sexo masculino, derivado de mutagGes no
gene MECP2, é também diversificado e manifesta-se em diferentes graus de severidade (31—
33). Pode-se manifestar em quadros menos graves, através de um atraso mental na idade adulta,
ou com uma encefalopatia neonatal severa e morte prematura, no caso de quadros clinicos mais
severos (28,34,35).

Deste modo, refor¢a-se a necessidade de considerar um possivel diagnéstico da RTT no
sexo masculino em situacBes de atraso mental inespecifico e em casos de encefalopatia
neonatal, acompanhado sempre do respetivo diagnostico molecular ou teste genético (28,35).
Estima-se que a frequéncia de mutacdes no gene MECP2, como agente causal de atraso mental
na populacdo masculina, seja de 1,3% a 1,7% (27,28,35). Espera-se que a identificacdo de mais
casos de pacientes do sexo masculino, com fendtipos caracteristicos de mutacGes no gene
MECP2, possa resultar numa maior compreensdo da RTT e de outras patologias que afetam o

desenvolvimento neuroldgico (28,32,34).

Nos dias de hoje o fendtipo da RTT no sexo feminino, apresar de diversificado,
encontra-se bem descrito e detalhado na literatura, uma vez que se verifica ser a grande maioria
dos casos diagnosticados da patologia. Por outro lado, ao analisar-se o fendtipo no sexo
masculino, derivado de muta¢des no gene MECP2, a correlacdo geno6tipo/fenétipo é bastante
diferente do que seria de esperar se a mutagdo ocorresse no sexo feminino (28,35).

1.3.2 A influéncia do Mosaicismo celular

O fendmeno do mosaicismo celular responde a duas questdes peculiares, que surgem da
observacao dos fendtipos existentes na RTT. O mosaicismo celular do cromossoma X paterno
e materno nas mulheres pode explicar a grande diversidade fenotipica existente na RTT no sexo
feminino (36,37). Este fendmeno encontra-se ilustrado na figura 1.4. Por outro lado, o
mosaicismo celular de células mutadas e ndo mutadas pode explicar a existéncia de casos de
RTT no sexo masculino com um quadro semelhante ao encontrado no sexo feminino (35). Este

ultimo fenébmeno encontra-se ilustrado na figura 1.5.

12
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Figura 14 - |Inativagdo do
Cromossoma X (XCI) ou Lionizacéo -
No inicio do  desenvolvimento
embrionario, ocorre o fendmeno de XClI
ou Lionizacdo. Este fenémeno ocorre
como forma de compensacdo da
expressdo dos genes no sexo feminino,
uma vez que copias extras de genes ou
cromossomas podem afetar o normal
desenvolvimento. Como as mulheres
herdam dois cromossomas X, um
paterno e outro materno, ocorre a
inativacdo de um dos cromossomas X
ainda nas células embrionarias. Este
processo € aleatério, sendo que o
cromossoma X inativado € sempre
selecionado aleatoriamente. Assim uma

mulher apresenta geralmente um mosaicismo celular relativamente ao cromossoma X, pois
metade das suas células sométicas expressam 0s genes do cromossoma X paterno, e a outra
metade das suas células, expressam 0s genes do cromossoma X materno (36). Figura adaptada

de Berletch et al (38)
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Figura 15 - Mosaicismo
Celular devido a uma mutacéo
de novo - A maioria das

7 RMEIRAS mutages no gene MECP2, que
DIVISOES originam a RTT, sdao mutacoes
MITOTICAS de  novo. Estas nio  sio

hereditarias e, por isso, ndo estdo
presentes nos progenitores. Este
tipo de mutagdo pode ocorrer
durante o desenvolvimento
embrionario, durante as diversas
divisdes mitoticas. Assim, todas
as células descendentes de uma
determinada célula somatica
mutada irdo apresentar a
mutagao, originando no

mutadas (37). Figura adaptada de Pescatore et al (39)

organismo um mosaicismo de
celulas mutadas e ceélulas ndo

Os fendmenos ilustrados nas figuras 4 e 5, nomeadamente 0 mosaicismo do cromossoma

X no sexo feminino e o mosaicismo de celular mutadas e ndo mutadas, podem ser enviesados.
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A existéncia de um mosaicismo enviesado pode ter muitas implica¢fes no fenétipo e quadro

clinico da RTT. O fendmeno do mosaicismo enviesado encontra-se ilustrado na figura 1.6.

Figura 1.6 — O mosaicismo celular - O
mosaicismo ocorre devido a presenca de
conjuntos de celulas, provenientes do
mesmo zigoto, com diferente constitui¢éo
genética. Assim uma mulher geralmente
apresenta um mosaicismo celular para o
cromossoma X, uma vez que a mulher
apresenta metade das suas células
somaticas com o cromossoma X paterno
inativado e a outra metade com o
cromossoma X materno inativado. Pode
existir um mosaicismo celular enviesado,
onde estes diferentes conjuntos de células,
MOSAICISMO ENVIESASO com diferentes constituicdes genéticas, nao
estdo uniformemente distribuidas pelo
organismo ou ndo se apresentam no mesmo
racio. Isto pode ocorrer por diversos
motivos, sendo um deles, o processo de
XCI ndo ser totalmente aleatorio e, por isso, existir a inativacdo preferencial de um cromossoma
X parental em relacdo ao outro (36). Figura adaptada de Gajecka (40)

A fase em que ocorre uma mutacdo de novo no desenvolvimento embrionario pode
favorecer um mosaicismo mais ou menos enviesado. Isto porque se a mutagdo de novo ocorrer
numa fase mais tardia do desenvolvimento embrionério, o racio de nimero de células mutadas
no individuo ira ser muito menor ou até mesmo estarar confinado a uma linhagem celular

especifica, dando origem a um mosaicismo enviesado (37).

A ocorréncia de um mosaicismo enviesado pode ser um fator importante em doencas
com origem genética como a RTT, pois pode definir o fenotipo da doenga. Espera-se que um
racio elevado de células mutadas no gene MECP2 dé origem a um fenotipo mais severo,
enquanto um racio de células mutadas menor dé origem a fenétipos de RTT com sintomas
ligeiros ou mesmo assintomaticos. Este fator pode ser importante quando se considera a grande
diversidade de fenoétipos existentes na RTT, mesmo quando se compara fenétipos que tém

origem na mesma mutacéo (36,37).
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1.3.3 A importancia das mutac6es de novo na RTT

Apesar da explicacdo mais aceite, para a grande prevaléncia da RTT no sexo feminino,
basear-se na expressdo de uma forma severa da patologia no sexo masculino, existem estudos
que explicam outra hipétese para esta grande discrepancia entre os dois sexos no que toca aos
diagndsticos de RTT (41,42).

Esta hipotese tem em conta o facto de mutagdes de novo serem as mutagdes principais
responsaveis pelo surgimento da RTT. As mutacbes de novo podem surgir durante o
desenvolvimento embrionario (figura 1.5) ou durante a gametogénese, sendo que neste Gltimo

caso a mutacdo é transportada através das células germinativas dos progenitores (41,43).

Tendo em conta a importancia das mutagdes de novo na RTT, existem diversos estudos
que evidenciam uma propor¢do elevada de mutacdes de novo nas células germinativas
masculinas, comparativamente as células germinativas femininas. Isto deve-se as caracteristicas

préprias dos dois processos de gametogenese (44,45).

Ao comparar a espermatogénese, processo de formacdo de gdmetas masculinos, com a
oogénese, processo de formacdo de gametas femininos, verificam-se diferencas nas divisdes
mitoticas necessarias para gerar, respetivamente, um espermatozoide e um évulo (figura 1.7).
Isto porque a meiose, processo pela qual se foram células haploides, e por consequente, as
celulas germinativas, ocorre, no sexo feminino, num determinado espago de tempo, ainda
durante a fase embrionaria, num ntmero limitado de células. Por outro lado, a meiose no sexo

masculino ocorre continuamente, ao longo da vida adulta, em inimeras células (28,44).

Deste modo, esta hipotese evidencia que o nimero de divisGes mitdticas necessarias
para formar um espermatozoide é diferente quando se compara as divisdes mitoticas necessarias
para formar um ovdcito, sendo que no caso do espermatozoide o nimero de divisGes aumenta
com a idade (41,44).
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Figura 1.7 — Gametogénese masculina e feminina. A) A espermatogénese inicia-se com a
fase da espermacitogénese. Nesta existe a formacdo continua de espermatogdnias, que se
renovam ao longo da vida do individuo através de divisdes mitéticas, de forma a formar
continuamente os espermatdcitos. Na segunda fase existe a formacdo dos espermatocitos
primarios, através das espermatogonias. Os espermatocitos sofrem a primeira divisdo da meiose
dando origem aos espermatdcitos secundarios, células haploides, que por consequente sofrem
a segunda divisdo da meiose, originando os espermatides. Por fim existe a fase da
espermiogénese, onde ocorre a maturacdo dos espermatides, de forma a gerar 0s
espermatozoides. Figura adaptada de Crow (44) B) A oogénese tem inicio logo na fase
embrionéria, com o desenvolvimento dos ovarios. Nesse momento, as oogonias proliferam e
multiplicam-se. Posteriormente, estas oogonias diferenciam-se em ovocitos primarios. Estes
permanecem neste estado até a puberdade, sendo que, uma rapariga quando nasce apresenta ja
todos os seus ovacitos primarios formados. Na puberdade, a cada ciclo menstrual, ocorre a
maturacdo de um ovacito primério, sendo que este sofre a primeira divisdo da meiose, dando
origem ao ovacito secundario. Posteriormente, este ovécito secundario completa a segunda
divisdo da meiose, caso haja a fertilizacdo. Figura adaptada de Clark et al (46).

Tendo em conta a formacéo de espermatozoides ao longo de toda a vida adulta, e a
necessidade da renovacdo constante das espermatogonias, através de divisdes mitoticas, é
possivel inferir que a probabilidade de ocorrer uma mutacao de novo nas células germinativas,
durante a replicacdo do ADN (&cido desoxirribonucleico), € mais provavel na espermatogénese.
Considerando que a mutacéo de novo no gene MECP2 tem maior probabilidade de ocorrer no
cromossoma X paterno, devido as caracteristicas proprias da gametogénese, esta hipotese supde
entdo que o sexo masculino fica, de algum modo, privilegiado, pois ndo herda o cromossoma
X paterno. (28,41) Esta hipotese explicaria a elevada discrepéncia entre os dois sexos no que
toca ao diagnostico da RTT, tendo como base a importancia das mutagdes de novo na patologia.

Apesar de existirem estudos que mostram que ndo existe uma correlacdo direta entre a idade e
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a probabilidade de ocorrer uma mutacdo de novo, existem dados que mostram que a
probabilidade de encontrar uma mutacéo de novo no gene MECP2 é maior no cromossoma X
paterno. Esta é uma alternativa a hipotese da mortalidade precoce no sexo masculino, como

causa para 0s poucos diagnésticos de RTT nos rapazes (41,42,45).

1.4 MECP2
1.4.1 O gene MECP2

O gene MECP2 ¢ responsavel por codificar a proteina MeCP2, e é constituido por quatro
ex0es e trés intrdes. Este gene codifica, através do splicing alternativo, duas isoformas distintas
da proteina MeCP2: a isoforma MeCP2_el e a isoforma MeCP2_e2. Ao comparar as duas
isoformas da MeCP2 observa-se que o racio entre as duas varia entre os tecidos, mas constata-
se que a isoforma MeCP2_el ¢é dez vezes mais abundante no cérebro humano (20,47,48). A
MeCP2_el e a MeCP2_e2 diferem apenas no inicio do dominio N-Terminal (NTD), e embora
apresentem praticamente 0s mesmos dominios, estas apresentam as suas proprias
caracteristicas, parceiros de interacdo e expressdes celulares distintas. Existem estudos que
evidenciam que apenas mutacdes na isoforma MeCP2_el tém capacidade para originar um
fenotipo de RTT (47,49). A figura 1.8 ilustra a estrutura do gene MECP2 e 0s seus respetivos

transcritos, e a figura 1.9 ilustra os diversos dominios da proteina MeCP2.
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Figura 1.8 - llustracao gréafica do gene MECP2 e dos seus respetivos transcritos. A) O gene
MECP2 € constituido por quatro exdes. A area a cinzento indica a regido ndo traduzida 5’
(5°’UTR), as areas coloridas indicam as regides codificantes, e a area a tracejado indica a regido
ndo traduzida 3’ (3’UTR). Diferentes cores ilustram diferentes exdes: laranja, ex&o 1; azul-
claro, exdo 2; azul-escuro, exéo 3; verde, exdo 4. Por sua vez a linha tracejada laranja indica as
regides transcritas que originam a isoforma MeCP2_el através de splicing alternativo, e a linha
tracejada azul indica as regiGes transcritas que originam a isoforma MeCP2_e2, através de
splicing alternativo. As setas no exdo um e no exao dois indicam, respetivamente, os coddes de
iniciacdo (ATG) da isoforma MeCP2_el e MeCP2_e2. Os valores numéricos ilustrados abaixo
dos exdes indicam o tamanho dos mesmos em pares de base (bp) B) llustracdo das duas
isoformas criadas pelo splicing alternativo. A isoforma MeCP2_el é codificada pelos exdes 1,
3 e 4, enquanto a isoforma MeCP2_e2 é codificada pelos exdes 2, 3 e 4. Figura adaptada de
Vuu et al (50)

1.4.2 A proteina MeCP2

A proteina MeCP2 é uma proteina multifuncional que regula a transcricdo genética e
pertence a uma familia de proteinas que tem a capacidade de se ligar ao ADN metilado,
nomeadamente, atraves de dinucleotidos de citosina metilada precedidas de guanina (CpG
metilada). Apds esta ligacdo, a proteina MeCP2 recruta diversas proteinas para formar
complexos que tém a capacidade de reprimir ou ativar a transcri¢do genética (16,49). O dominio
Methyl-Binding Domain (MBD) é o dominio que permite a proteina MeCP2 ligar-se ao ADN
nos locais CpG metilados, e o dominio Transcriptional Repression Domain (TRD) permite a
MeCP2 interagir com outras proteinas e recrutar co-repressores de forma a reprimir a
transcrigdo genética (20,49). A figura 1.9 ilustra os diversos dominios funcionais da proteina
MeCP2.
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Figura 1.9 — Os dominios funcionais da MeCP2 - Diferentes cores indicam diferentes
dominios funcionais: amarelo, regiGes que codificam para o inicio do dominio N-Terminal das
duas isoformas da MeCP2; azul-escuro, dominio N-Terminal (NTD); verde, Methyl-Binding
Domain (MBD); cinzento-claro, Inter-Domain (ID); laranja, Transcriptional Repression
Domain (TRD); vermelho, dominio de interagdo com NCoR (NID); azul-claro, dominio C-
Terminal (CTD); cinzento-escuro, regido nao traduzida 5’ (5°UTR); castanho, regido nao
traduzida 3’ (3’UTR). A) llustracdo das regides codificantes para os diversos dominios
funcionais da proteina no gene MECP2. Os valores numéricos ilustrados abaixo dos exdes
indicam o tamanho dos mesmos em pares de base (bp) (50) B) llustracdo dos diversos dominios
funcionais da proteina num transcrito do gene MECP2. Os valores numéricos indicam 0s
respetivos aminoacidos da proteina, tendo como referencia a isoforma MeCP2_e2 (50). Figura
adaptada de Kyle et al (20)

Um dos mecanismos pelo qual a proteina MeCP2 regula a transcricdo genética é através
da desacetilacdo das histonas, provocando uma maior condensacao da cromatina, que da origem
a repressao da transcricdo genética, uma vez que a condensacao da cromatina torna impossivel
que a maquinaria e 0s complexos necessarios para a transcricao tenham acesso e se liguem aos

respetivos genes (6,18,20). Este mecanismo de repressao genética esta ilustrado na figura 1.10.
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Figura 1.10 — Regulacéo da transcrigdo genética através da MeCP2 - A proteina MeCP2
liga-se ao ADN metilado através do dominio MBD. O dominio TRD interage com o co-
repressor Sin3A, e este Ultimo recruta as desacetilases das histonas (HDAC), que possuem a
capacidade de remover os grupos acetil das histonas, tornando a estrutura da cromatina mais
compacta contribuindo assim para a repressdo genética. Figura adaptada de Das et al (51)

A proteina MeCP2 interage também com o complexo NCoR/SMRT, um complexo
formado pela proteina Nuclear Receptor Corepressor (NCoR) e pelo silencing mediator of
retinoid and thyroid hormone receptors (SMRT). Este complexo é um co-repressor, e é
recrutado com o objetivo de reprimir a transcricdo. A MeCP2 apresenta na sua estrutura um
dominio especifico que permite que esta interaja e se ligue ao complexo NCoR/SMRT. Este
dominio é denominado como dominio de interacio com NCoR (NID) (16,20,21). Este
mecanismo estd ilustrado na figura 1.11. Existem estudos relevantes que evidenciam a
importancia da interacio MeCP2-NCoR/SMRT. Isto porque observou-se que mutacgdes
missense, na regido codificante para o dominio NID (e.g. R306C), originam um fenotipo de
RTT. Estas mutacfes no dominio NID podem comprometer a interacdo e a ligagdo entre a
proteina MeCP2 e o complexo NCoR/SMRT, evidenciando assim a relevancia desta interacéo
para a patologia da RTT (20,21,47).
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Figura 1.11 — Complexo MeCP2 / NCoR/SMRT - Envolvimento do co-repressor
NCoR/SMRT na repressao da transcricdo genética. Figura adaptada de Kyle et al (20)

Por ser uma proteina multifuncional, moduladora da transcri¢do, a MeCP2 ndo se limita
apenas a inibir a transcricdo genética. Esta apresenta também a capacidade, de em algumas
situacOes, promover a transcricdo. Existem estudos que evidenciam que a MeCP2 atua como
um ativador transcricional quando interage com o complexo cAMP response element-binding

protein (CREB) (21,52). Este mecanismo esté ilustrado na figura 1.12.
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Figura 1.12 — Complexo MeCP2 / CREB - Promocéo da transcricdo genética através da
interacdo entre a MeCP2 e o CREB. Figura adaptada de Bedogn et al (53).

A proteina MeCP2 é uma proteina muito versatil, pois consegue interagir com uma
grande variedade de proteinas. A MeCP2 pode sofrer uma séerie de modificagdes pos-transcricdo
(PTM’s), do inglés Post-trasncriptional Modifications, e estas PTM’s permitem, que apds o
processo de traducdo da proteina, ocorram modificagdes quimicas e estruturais na cadeia
polipeptidica da MeCP2, o que lhe confere esta versatilidade de interagir com uma grande
variedade de proteinas. A MeCP2 pode ser sujeita a uma variedade de PTM’s, desde
acetilacdes, fosforilacGes, ubiquitinacdo, permitindo regular a atividade da MeCP2 (20,47). Um
exemplo de regulacdo da atividade da MeCP2 através das PTM’s é a regulacéo da interagdo da

MeCP2 com o complexo NCoR/SMRT. Esta interacdo é possivel devido a uma PTM
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potenciada pela atividade neuronal da célula, nomeadamente, uma fosforilagdo no aminoécido
T308 da MeCP2 (21).

De forma a adicionar outra camada de versatilidade na regulacdo da atividade da
MeCP2, esta é caracterizada como uma Proteina Intrinsecamente Desordenada (IDP), do inglés
Intrinsically disordered proteins, uma vez que ndo apresenta uma estrutura tridimensional fixa
ou estavel. Estas IDP’s sdo caracterizadas por terem uma flexibilidade estrutural que Ihes
permite adotar diferentes conformacdes em resposta a diferentes estimulos ou interagdes
(20,54). Esta caracteristica permite & MeCP2 interagir com multiplas proteinas, sendo que ao
considerar também as PTM’s, considera-se a funcdo reguladora da MeCP2 como complexa e
dependente do ambiente em que se encontra. Existem aos dias de hoje diversos estudos que
evidenciam e comprovam o papel da MeCP2 em diversas outras fun¢des, como a modulacao

do processo splicing e a modulacgdo da sintese proteica (49,55).

Existem estudos que evidenciam que a MeCP2 ndo apresenta somente afinidade para os
dinucledtidos CpG metilados, mas também apresenta afinidade para se ligar a
hidroximetilcitosinas precedidas de guanina (hmCG), e a dinucle6tidos de citosina metiladas
ou hidroximetiladas precedidas de adenina (mCA ou hmCA) (52,56,57). Na figura 1.13 esta

ilustrada a base nitrogenada citosina metilada e hidroximetilada.

1.4.2.1 A MeCP2 e as modificacOes epigenéticas

A MeCP2, por apresentar o dominio MBD e por fazer parte da familia de proteinas que
tem a capacidade de se ligar ao ADN metilado, esta intrinsecamente correlacionada com
modificacdes epigenéticas. Isto porque a metilacdo do ADN, uma das principais modificacfes
epigenéticas, ocorre nas citosinas precedidas de guaninas (CpG) (21,57). Esta metilacdo esta
ilustrada na figura 1.13. As ADN metiltransferases (DNMT’s), sdo as enzimas que permitem
metilar o ADN nestas regifes, e originar as bases CpG metiladas, de forma a que haja uma

regulagdo genética em todas as células de forma continua (52,56,57).
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Figura 1.13 - Representacdo da base nitrogenada citosina e dos locais de ligacdo da
proteina MeCP2 no ADN. A) Base nitrogenada citosina B) Citosina metilada C) Citosina
hidroximetilada D) Representacdo de uma cadeia dupla de ADN contendo um dinucle6tido de
citosina metilada precedidas de guanina (metil CpG). Figura adaptada de Ku et al (58)

Existem no ADN regides denominadas as ilhas CpG. Nestas regides encontram-se com
mais frequéncia do que o esperado as bases CpG. Estas ilhas CpG sao caracteristicas do genoma
dos mamiferos e localizam-se geralmente nas regides promotoras dos genes, ou seja, no inicio
dos genes, onde a maquinaria responsavel pela transcricdo genética se liga ao ADN. A
metilacdo destas ilhas CpG geralmente é sindnimo do silenciamento do gene em questéo devido
a funcdo das proteinas MeCP2 e MeCP1. Estas ligam-se ao ADN através do dominio MBD e

provocam o silenciamento do gene através do seu dominio TRD (59,60).

1.4.3 Arrelacdo entre a proteina MeCP2ea RTT

A proteina MeCP2 esta presente em todos os tecidos, mas é predominantemente
expressa no cérebro e nas células nervosas. Considera-se que a perda da sua fungdo, devido a
mutacdes no gene MECP2, origine alteracdes na expressdo genética, que € dependente da
atividade celular. Podera existir entdo a inapropriada expressdo de genes com um efeito nocivo
para a atividade celular (21,47,49,55).

Diversos estudos demonstraram que a funcdo da MeCP2 esta relacionada com a
conectividade dendritica e funcdo sinaptica, sendo que a expressio de MeCP2 esta
correlacionada com processos de manutencdo do Sistema Nervoso Central (SNC) e de

diferenciacdo neuronal (16,20,21).
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O mecanismo fisiopatoldgico pelo qual a perda de funcdo da MeCP2 origina a RTT
ainda ndo foi totalmente esclarecido devido a sua versatilidade de interagdes, a sua afinidade
pelo ADN e devido a sua expressdo ubiquitaria em todos os tecidos, estando por isso interligada

a diversas cascatas de regulacdo (16,21,47).

1.5 As mutacoes no gene MECP2

A RTT esté associada a centenas de mutacdes no gene MECP2. Essas mutacfes podem
ser de diversos tipos, como mutacGes missense, nonsense, pequenas e grandes delecdes ou
insercbes (INDEL'’s), o que pode criar uma grande diversidade de fendtipos. No entanto,
existem mutacdes que surgem com mais frequéncia no gene MECP2, nomeadamente as
mutacdes do tipo missense e nonsense. Oito mutacdes representam cerca de 70% dos casos
responsaveis por originar RTT, nomeadamente quatro mutacdes misssense (R106W, R133C,
T158M, R306C) e quatro mutacgdes nonsense (R168X, R255X, R270X, R294X) (20,47,48). De
um modo geral, as mutacdes missense localizam-se na sua maioria no dominio MBD, e as
mutacdes do tipo nonsense ou frameshift localizam-se a jusante do dominio MBD, afetando o
dominio TRD ou o dominio CTD. Estas oito mutagdes estdo esquematicamente ilustradas na
figura 1.14. Observou-se também que as mutacBGes de novo sao responsaveis por mais de 90%
dos casos de RTT, e que 70% das mutacdes responsaveis por originar RTT sédo transi¢fes de
citosina --» timina (20,21,47,48).

A localizacdo da mutacdo pode afetar aspetos funcionais especificos da proteina, pois
mutacdes no dominio MBD afetam geralmente a ligacdo da MeCP2 ao ADN. Ao analisar as
mutacdes responsaveis pelo fenoétipo da RTT conclui-se que mutacdes precoces, que conduzem
a terminagdo precoce da proteina (codédo stop), o que resulta numa proteina truncada (R168X,
R255X, R270X) e grandes mutagdes /INDEL s, originam fenotipos de RTT severos, enquanto
mutagdes missense e mutagdes tardias do tipo nonsense, que conduzem a terminacdo da proteina
no dominio CTD, originam fendtipos de RTT intermédios. Estas Ultimas mutacdes permitem
gue os dominios MBD e TRD mantenham grande parte da sua estrutura funcional. No entanto

esta correlacdo genotipo-fendtipo ndo é sempre linear devido a XCl enviesada (16,18,20,47).
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Figura 1.14 — As oito mutagdes mais comuns identificadas no gene MECP2. Diferentes
cores indicam diferentes dominios funcionais: azul-escuro, N-Terminal Domain (NTD); verde,
Methyl-Binding Domain (MBD); cinzento, Inter-Domain (ID); laranja, Transcriptional
Repression Domain (TRD); vermelho, NCoR Interaction Domain (NID); azul-claro, C-
Terminal Domain (CTD). No eixo das ordenadas esta indicada a percentagem da frequéncia
das mutacBGes responsaveis pelo surgimento da RTT. Estas oito mutacdes representam
aproximadamente cerca de 70% das mutacGes identificadas que originam RTT. As mutacdes
do tipo missense estdo indicadas a cor preta e as mutaces do tipo nonsense estao indicadas a
cor azul. Figura adaptada de Kyle et al (20)

1.5.1 Grupos de mutacgdes no gene MECP2 no sexo masculino

Ao analisar as mutacdes presentes no sexo masculino, e ao correlacionar estas com 0s
respetivos fenotipos, pode-se dividir as mutacdes no gene MECP2 encontradas no sexo

masculino em quatro categorias (20,35).

A primeira categoria sdo as mutaces que também estdo presentes no sexo feminino.
Estas ddo origem a um quadro de RTT tipica no sexo feminino mas no sexo masculino o
fendtipo de RTT é muito mais severo e dramatico. Deste modo, neste primeiro grupo ocorrem
casos de RTT tipica nas raparigas, enquanto nos rapazes ocorrem sintomas como encefalopatia
neonatal severa e problemas respiratdrios graves, existindo uma morte prematura. Rapazes com
este tipo de mutagdes no gene MECP2 sdo muito raros, pois sdo geralmente vitimas de um

aborto ou geralmente morreram antes de atingirem dois anos de idade (20,35).

No caso de criangas do sexo masculino, por serem hemizigotas (46, XY), e por

possuirem um Unico alelo no cromossoma X, padecem sempre, para este primeiro grupo de
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mutacdes no gene MECP2, de um fendétipo severo e precoce de RTT. Por outro lado, o sexo
feminino, por apresentar o cariotipo 46, XX, e porque ocorre no embrido a XCI (figura 1.4), as
raparigas que apresentam este primeiro grupo de mutacfes no gene MECP2, tém um quando
de RTT tipica, com uma esperanca média de vida perfeitamente compativel com a idade adulta
(35). Existe no sexo feminino uma dilui¢do das células que expressam o cromossoma X mutado

pelas células que expressam o cromossoma X ndo mutado no gene MECP2,

Na segunda categoria encontram-se as mutagdes que originam no sexo masculino casos
de RTT classico e que sdo acompanhadas por SK ou outro tipo de mosaicismo (figuras 1.4 e
1.5) (28). A SK é caracterizada como uma anomalia cromossomica, onde o individuo do sexo
masculino apresenta dois ou mais cromossomas X em conjunto com o cromossoma Y, ao invés
de apenas um cromossoma X. A existéncia concomitante de mosaicismo ou SK com mutacdes
no gene MECP2, permite que haja um quadro clinico da RTT menos severo e dramatico no
sexo masculino, existindo assim um fendtipo de RTT tipica, similar ao encontrado em raparigas.
A presenga de um destes fendmenos permite que haja uma “dilui¢do” das células mutadas entre
as células sem a mutacdo no gene MECP2, existindo por isso um quadro de RTT tipica, com

uma esperanca média de vida superior a esperada e igual a encontrada no sexo feminino (28,35).

A terceira categoria de mutac6es no gene MECP2 no sexo masculino sdo mutacGes que
ndo estdo identificadas no sexo feminino, mas que originam casos com sintomas
neuropsiquiatricos em rapazes. O efeito destas mutagBes sdo menos severos, com anomalias
motoras e atraso mental ligeiro a severo, equivalente ao observado em raparigas com RTT.
Considerando o mosaicismo celular do cromossoma X no sexo feminino, com a respetiva
“dilui¢do” das células mutadas, e considerando simultaneamente o efeito menos severo destas
mutacdes, a terceira categoria de mutagdes no gene MECP2 originam casos assintomaticos ou
com sintomas ligeiros nas raparigas, ndo existindo, geralmente, por este motivo, a identificagdo

destas mutacgdes no sexo feminino (20,35).

Pode-se ainda considerar uma quarta categoria para as mutagdes presentes no sexo
masculino no gene MECP2. Esta ultima categoria é gerada a partir de duplicacGes do gene e
origina um fen6tipo no sexo masculino que abrange sintomas caracteristicos da RTT, como a
hipotonia infantil, atraso mental, perda parcial e/ou total da comunicagéo verbal e/ou
capacidade motora, convulsbes, rigidez muscular e infecdes respiratérias recorrentes
(20,27,35).
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Deste modo, conclui-se que as mesmas mutaces no gene MECP2 causam fendtipos
muito distintos no sexo feminino e no sexo masculino. Estima-se que esta diferencga
significativa se deva em grande parte aos cariotipos diferentes nos dois sexos, uma vez que, ha
uma diluicdo das células mutadas com as células ndo mutadas no sexo feminino, com o cariétipo
46, XX. Em contrapartida o sexo masculino, com o cariétipo 46, XY, ndo apresenta essa
diluicdo, sendo que todas as suas células se encontram mutadas, a ndo ser que esteja presente o
fendmeno da SK ou de mosaicismo celular. Tendo isto em conta é possivel agrupar os fenétipos
criados por mutacbes no gene MECP2 em quatro categorias nos casos de individuos do sexo
masculino. Esta forma de classificar estes fendtipos, doravante designado método de

classificagdo A, encontra-se ilustrada no quadro 1.4 (20,28,35).
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Quadro 1.4 - Método A — Este método ilustra quatro categorias para classificar fenotipos
criados por mutagdes no gene MECP2 no sexo masculino. Adaptado de Villard (35)

CATEGORIA DO
FENOTIPO

FENOTIPO

Fendtipos com mutacdes
identificadas no sexo
feminino e no sexo masculino
(Al)*l

No sexo masculino: Quadro clinico severo e raro.
Encefalopatia severa. Aborto espontaneo. Problemas
respiratorios graves. Esperanca de vida inferior a 2 anos
de idade.

No sexo feminino: Quadro de RTT

Fendtipos com mutacdes
acompanhadas de Sindrome
de Klinefelter ou de
Mosacismo Celular
(AZ)*l

No sexo masculino: Quadro com sintomas tipicos de
RTT, semelhantes ao encontrado no sexo feminino.

Fendtipos pouco
significativos no sexo
feminino;
Fendtipos menos severos no
sexo masculino
(A3)*1

No sexo masculino: Anomalias motoras e/ou atraso
mental ligeiro a severo.

No sexo feminino: Sintomas pouco significativos.
Quadros assintomaticos.

Fendtipos criado por
duplicacdes no gene MECP2

No sexo masculino: Hipotonia infantil, atraso mental,
perda parcial e/ou total da comunicagdo verbal e/ou
capacidade motora, convulsdes, rigidez muscular e
infecOes respiratdrias recorrentes

*1_ As expressdes Al, A2 e A3 sdo usadas ao longo do ponto 3, para referenciar as categorias de
classificacao de fendtipos, tendo em conta 0 método de classificacdo A
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2 Meétodo
2.1 Objetivos

A identificacdo, analise e classificacdo das mutagdes missense no gene MECP2,
identificadas no sexo masculino e presentes na base de dados RettBase, teve como principais

objetivos:
1. Estabelecer uma correlagdo geno6tipo/fenétipo;

2. Comparar a severidade dos fendtipos apresentados nos dois sexos para as

mutacdes em estudo;

3. Identificar, analisar e comparar, entre 0s dois sexos, a frequéncia das mutacées

em estudo no gene MECP2 e nos seus respetivos dominios;

4. Testar e analisar a capacidade dos métodos de classificacdo das mutacGes no

gene MECP2 e o0s seus respetivos fenotipos;

5. Analisar a abrangéncia e as informagdes contidas na base de dados RettBase,
relativas as mutacGes missense, identificadas no sexo masculino, tendo em conta a literatura

cientifica;

6. Identificar e analisar a possivel existéncia de uma correlacéo entre os dominios

da proteina MeCP2 e a severidade dos quadros clinicos apresentados.

2.2 Método de classificacao B

Neste trabalho é apresentado um novo método para classificar as mutagoes identificadas
no gene MECP2 no sexo masculino, 0 método B. Este método é apresentado pela primeira vez
neste trabalho e ndo se encontra mencionado na literatura cientifica. Este tem em conta os
fendtipos criados nos dois sexos, de forma a estabelecer uma correlagcdo genotipo/fenotipo.
Sabe-se que para uma determinada mutacdo, é expectavel que o feno6tipo observado no sexo
masculino seja, geralmente, sempre mais severo, quando comparado com o quadro clinico no
sexo feminino (35). Com esta linha de pensamento € possivel categorizar as mutac¢des segundo
0 grau de gravidade dos quadros clinicos a que dao origem, possibilitando o estabelecimento
de uma correlacdo gendtipo/fendtipo. O método B baseia-se no método proposto por Villard
(2007) (35), mas procura completé-lo. Isto porque os fendtipos apresentados pelas mutagoes
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MECP2 sdo muito diversificados, com quadros clinicos de severidade diversa (32,33). Deste
modo, 0 método B procura contextualizar e prever esta mesma diversidade. Este novo método

de classificar as mutac6es no gene MECP?2 esta ilustrado no quadro 1.5.

O metodo A afirma que sem a presenca de fatores que influenciam a severidade dos
fendtipos (SK e mosaicismo), os feno6tipos no sexo masculino resumem-se apenas a duas
categorias: a categoria Al e A3 (35). O método B procura categorizar estas mutagdes, através
de uma classificagdo mais ampla de forma a responder a diversidade encontrada nos quadros
sintomatoldgicos apresentados pelas mutagdes no gene MECP2. Para isso, categoriza as
mutacdes segundo o grau de severidade dos fendtipos a que dédo origem, tendo em conta que 0s
fenotipos identificados, para a mesma mutacdo, no sexo masculino sdo sempre mais severos
guando comparados com os fenotipos no sexo feminino. O método B deve-se ajustar quando
existem interferéncias de outros fatores modeladores da severidade dos fenétipos, como a SK,
0 mosaicismo para a mutacdo, e uma XCI enviesada, uma vez que o método B ndo considera a

presenca de nenhum destes fatores.

O método B ao ter em conta a grande diversidade de fendtipos apresentados pelas
mutacdes no gene MECP2 considera a existéncia de categorias intermédias. Considerando que
as categorias B1, B2, B3 e B4 pretendem quantificar a severidade dos quadros clinicos
apresentados pelas mutacdes no gene MECP2, torna-se necessario a criacdo de categorias
intermédias que preveem fendtipos com severidades intermédias. Estas categorias intermédias
estipulam fendtipos que partilham caracteristicas sintomatoldgicas de duas categorias
adjacentes, ou seja, apresenta uma severidade intermédia entre as severidades estipuladas para
as duas categorias adjacentes em questdo. Estas categorias estdo representadas no quadro 1.5.
No ponto 3 0 método B é colocado a prova de forma a avaliar a capacidade do mesmo para
contextualizar e prever a realidade dos quadros sintomatoldgicos reportados para as mutacoes
no gene MECP2.

O método B enquadra na sua classificacdo dois fendtipos distintos da RTT, mas muito
caracteristicos de mutagdes no gene MECP2. Estes séo o fendtipo de atraso mental inespecifico
associado ao cromossoma X (XLMR) e o fenotipo associado a perturbacdo do espectro de
autismo (7,35,61). Como estes fenOtipos ndo apresentam necessariamente 0s sintomas
extremamente incapacitantes e necessarios para o diagnostico de RTT, o método B categoriza
estes dois fenotipos como menos severos comparativamente a severidade dos quadros clinicos

de RTT. Estdo englobados nos sintomas principais para o diagnostico de RTT, referidos
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anteriormente, a perda total ou parcial da capacidade motora, as anomalias na locomogé&o, 0s
distarbios na respiracdo, tremores, convulsdes, epilepsia e disturbios no sono O método B
quando se refere ao fendtipo XLMR considera um fenétipo caracterizado por um quadro de
atraso mental, sem outros sintomas significativos de RTT associados. Isto porque os fendtipos
com quadros de atraso mental, associados a outros sintomas tipicos de RTT estdo enquadrados
na categoria B3 e B4 para o sexo masculino e feminino, respetivamente (7,25).
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Quadro 1.5 - Método B - O método B ilustra sete categorias de mutacdes no gene MECP2 no
sexo masculino, considerando o fendtipo criado nos dois sexos. Este método tem em conta a
gravidade dos sintomas criados pelas diversas mutagdes. As setas indicam que o fendtipo
encontrado no sexo masculino numa dada categoria, corresponde ao fenotipo encontrado no
sexo feminino da categoria subsequente. Quanto maior 0 numero da categoria, maior sera a
gravidade dos sintomas associados a presenca da mutacdo. As categorias nas linhas amareladas
correspondem a categorias intermédias. Esta forma de correlacdo gendtipo/fenétipo ndo tem
em conta a presenca da SK, de mosaicismo para a mutacdo ou a inativacdo enviesada do
cromossoma X

FENOTIPO CATEGORIA
DA

MASCULINO FEMININO MUTAGAO *
Assintomatico Assintomatico / Nao existem B1

casos identificados

Quadros clinicos com sintomas\
pOUCO SeVeros ou pouco
significativos, tipicos da RTT. Assintomatico / N&do existem B2
casos identificados

Fenotipo de XLMR e/ou de

Autismo \
Quadros clinicos com sintomas
poUCO Severos ou pouco
Quadros clinicos com sintomas significativos, tipicos da RTT B3

tipicos da RTT.
Fenotipo de XLMR e/ou de

Autismo
Quadros clinicos com sintomas
tipicos da RTT severos e
extremamente incapacitantes, Quadros clinicos com sintomas B4
geralmente incompativeis com a tipicos da RTT.
vida. Existe uma morte prematura
com poucos anos de idade.
Fendtipos que partilham caracteristicas sintomatologicas B1-B2 *2

da categoria B1 e categoria B2

Fendtipos que partilham caracteristicas sintomatoldgicas B2-B3 *2
da categoria B2 e categoria B3

Fendtipos que partilham caracteristicas sintomatologicas B3-B4 *2
da categoria B3 e categoria B4 B

* 1o as expressdes B1, B2, B3, B4, B1-B2, B2-B3 e B3-B4 séo usadas ao longo do ponto 3, para

referenciar as categorias de mutacdes, tendo em conta 0 método de classificacdo B
* 2

- Categorias intermédias
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2.3 MutacgOes em estudo

Para cumprir os objetivos propostos procedeu-se a identificacdo e recolha de todas as
mutacdes missense no gene MECP2 identificadas no sexo masculino e presentes na base de
dados RettBase (62), utilizando a opgao “Advanced Search” disponibilizada pela base de dados.
A recolha e andlise das mutacGes através da base de dados RettBase decorreu entre 0 més de

dezembro de 2022 e 0 més de maio de 2023.

A isoforma MeCP2_e2 foi a primeira a ser identificada, pelo que, na literatura,
geralmente, as mutacGes descritas tém como referéncia esta isoforma (63). Assim, ao longo

desta monografia utilizou-se esta isoforma como referéncia.

2.3.1 Critérios de exclusdo para o conjunto de mutacdes em
estudo

Tendo em conta o conjunto de mutagdes em estudo - as mutagfes missense identificadas
no gene MECP2 no sexo masculino e presentes na base de dados RettBase - excluiram-se deste

conjunto as mutacgdes que apresentassem algum dos seguintes critérios de exclusdo:

1. Mutacbes que ndo sdo acompanhadas de um artigo publicado que cita a

mutacdo em estudo;

2. Mutacdes identificadas em individuos mas o sexo do individuo ndo é

especificado;

3. Mutagdes em que no artigo cientifico em que a mesma ¢é citada ndo sdo

apresentados os dados clinicos suficientes para a analise do fenotipo.

Estes criterios de exclusdo tém em conta 0s objetivos propostos, que pretendem estudar
apenas as mutagdes identificadas no sexo masculino e a anélise dos fenotipos criados pelas
mutacdes em estudo, de forma a identificar uma correlagéo entre genétipo/fenétipo, sendo que

para este Gltimo sdo necessarios dados clinicos.

As informag6es sintomatologicas contidas na RettBase s&o muito limitadas. Por isso
foram excluidas as mutagdes sem nenhum artigo publicado. Como se pretende classificar as
mutacdes em estudo segundo os métodos de classificagdo A e B, € necessario confirmar o sexo
do individuo no qual a mutacdo esta presente, sendo por isso excluidas as mutacdes

identificadas em individuos onde o mesmo ndo é especificado. Também ¢é igualmente
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importante ter descricbes completas dos quadros sintomatoldgicos, de forma a possibilitar uma
andlise da severidade do quadro clinico, sendo que esta analise é condicdo necesséria para
classificar as mutacdes em estudo através dos métodos A e B. Por isso foram excluidas

mutacdes onde existe uma descricdo incompleta dos quadros sintomatologicos.

ApoGs proceder-se a identificacdo e recolha de todas as mutagBes missense no gene
MECP2, identificadas no sexo masculino e presentes na base de dados RettBase (62), e ap0s a
exclusdo das mutacdes com base nos critérios de exclusdo acima apresentados, estabeleceu-se

uma amostra de 54 mutacdes.

2.4 Correlacao genotipo fenotipo

Para a realizacdo de uma correlacdo genotipo/fenétipo procedeu-se a classificacdo das
mutacdes identificadas segundo os métodos de classificacdo evidenciadas nos quadros 1.4 e
1.5. Deste modo, analisaram-se os fen6tipos associados as mutagdes em estudo, tanto no sexo
masculino como no sexo feminino. Para a andlise dos fendtipos utilizou-se 0s casos descritos

na base de dados RettBase e na literatura cientifica.

Classificaram-se primeiramente os fen6tipos identificados para cada mutacdo segundo
0 método A. Para este método podem existir diversas categorias para apenas uma mutacao. Isto
porque, no método A, a mesma mutacdo pode originar dois fendtipos completamente diferentes
dependendo da presenca da SK ou de mosaicismo. Assim, para a mesma mutacdo pode-se
originar uma encefalopatia severa (categoria Al), ou originar um quadro menos severo

(categoria A2), na presenca de mosaicismo ou SK (35).

Posteriormente, classificou-se cada mutacdo segundo o método B, tendo em conta 0s
quadros clinicos apresentados. O método B assume como principio, para a classificacdo das
mutacOes, a auséncia de fatores que possam influenciar a severidade do fendtipo,
nomeadamente a SK, 0 mosaicismo e a inativagéo enviesada do cromossoma X. Admitindo que
ndo existe esta influéncia, uma mutagdo no gene MECP2 origina um fendtipo com uma
severidade estipulada, sendo possivel a atribuicdo de uma categoria B1, B2, B3, B4, B1-B2,
B2-B3 e B3-B4. Deste modo, ¢é possivel realizar uma correlacdo gendtipo/fendtipo tendo em

conta os quadros clinicos apresentados nos dois sexos.
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2.5 Polimorfismos benignos no gene MECP2

Ao longo da anélise procedeu-se a identificacdo de mutacdes que provocam um efeito
desconhecido na estrutura e funcdo da proteina MeCP2. Estas muta¢fes podem ser nédo
patogénicas ou polimorfismos genéticos raros (64,65). Como indica também a literatura
cientifica, quadros clinicos tipicos de muta¢cdes no gene MECP2, como o quadro de RTT,
podem ter origem através de mutacGes noutros genes, como o0 gene FOXG1 ou o gene CDKL5
(7,21).

Como este estudo pretende analisar uma grande amostra de casos identificados com
mutacdes no gene MECP2 e estabelecer uma correlacdo genoétipo/fendtipo através da analise,
torna-se importante conferir se as muta¢fes no gene MECP2 sdo a real causa para a origem dos
fendtipos identificados. Para este efeito, utilizou-se o programa Polymorphism Phenotyping v2
(PolyPhen-2) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), um programa que permite prever o
impacto de mutagGes missense na estrutura e estabilidade das proteinas. Assim, o PolyPhen-2
permite avaliar, com base neste impacto, a probabilidade de uma mutacdo ser ou néo
patogeénica, através de uma escala (score) de 0 a 1, onde os valores perto de 0 significam que a
mutacdo ndo é patogénica, e valores perto de 1 significam que a mutacdo é prevista ser
patogénica (66). Usou-se o modelo HumDiv do programa PolyPhen-2 para realizar as
avaliacdes da patogenicidade das mutacdes em estudo. Deste modo, classificou-se as mutacdes

identificadas como ndo patogénicas quando obedecem as duas premissas seguintes:

% 1° premissa: O(s) artigo(s) cientifico(s) que identifica(m) a mutacdo em estudo
deve(m) identificar uma elevada probabilidade de a mutacdo ser ndo patogénica.
Para isso o(s) artigo(s) deve(m) identificar a mutagdo em um ou mais casos
masculinos assintomaticos;

% 22 premissa: O programa PolyPhen-2 deve classificar a mutagdo como “benigna”

ou “possivelmente patogénica”.

As mutagfes que cumpram simultaneamente as duas premissas anteriores S&o
consideradas como ndo patogénicas, e por isso sao classificadas, ao longo deste estudo, com a
categoria B1 do método B. A categoria B1 enquadra-se nesta classificacdo, uma vez que
segundo os critérios de classificacdo da categoria Bl, a mutacdo origina fenotipos
assintomaticos nos dois sexos. Por outro lado, 0 método A ndo contempla a classificacdo de

fendtipos portadores de mutacfes ndo patogénicas, uma vez que s6 contempla fenétipos com
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sintomatologia associada. Assim, 0 método A ndo classificou estes fenotipos portadores de
polimorfismos benignos no gene MECP2.

A metodologia descrita acima permite evitar que se classifiguem polimorfismos raros
no gene MECP2 como mutagfes patogénicas, através dos métodos A e B em individuos que
apresentem quadros clinicos com sintomatologia associada (35).

2.6 Avaliacdo do método de classificacdo B

Considerando a referéncia a um novo método de classificacdo para as mutagdes no gene
MECP2 no sexo masculino, 0 método B, desenvolvido neste trabalho, e ndo tendo sido
anteriormente testado ou referido na literatura cientifica, foi realizado uma avaliacdo do
método. Esta avaliacdo pretende avaliar a capacidade do método B para realizar uma correlacdo
genotipo/fendtipo, tendo em conta os fendtipos identificados nos dois sexos. Para isso, foram
analisados os diversos quadros clinicos apresentados pelas mutacdes em estudo nos dois sexos,
sendo que apos esta analise, foi alocada, se possivel, uma categoria B1, B2, B3, B4, B1-B2,

B2-B3 ou B3-B4 as mutagdes em estudo.

Desta forma, estabeleceu-se que se é possivel alocar uma categoria a mutacao,
cumprindo simultaneamente os critérios sugeridos para as categorias do método B indicados no
quadro 1.5 e a metodologia indicada no presente estudo, 0 método recebe automaticamente uma
classifica¢do “Eficaz”. Se ndo é possivel, de nenhuma forma, usar as categorias do método B
para realizar uma correlagdo gendtipo/fenotipo, o método € classificado como “Ineficaz”. Para
cada mutacdo sdo apresentados os argumentos e observacdes que foram tidos em conta na

categorizacdo das mutacGes e na avaliagdo do método.

No final, realizou-se uma avaliacdo global do método B, tendo em conta a sua eficicia
e capacidade para realizar uma correlacdo gendtipo/fenotipo. Para a realizacdo desta avaliacao
global foi realizado o somatorio das classificacfes atribuidas a cada mutacdo, tendo em
consideracao as duas formas de avaliar o método B. No final foi analisado esse valor numérico
tendo em conta a amostra das mutagdes em estudo (54 mutagdes). Esta metodologia usada para

a avaliacéo global do método B esta ilustrada na Figura 2.1.
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A\

Atribuicéo de valores
numéricos a cada
forma de avaliacdo do
método B:

£

Classificar
como"Ineficaz"
ou"Eficaz" cada

mutacéo avaliada pelo

método B e

Soma dos valores
numéricos atribuidos

consequentemente a cada mutacao

atribuir um valor
numeérico a cada
mutacao

Ineficaz: O
Eficaz: +1

Avaliacdo do método B segundo a amostra de 54
mutacdes missense

Figura 2.1 — Avaliacdo da capacidade do método B - Metodologia adotada para avaliar a
capacidade do método B para realizar uma correlacdo gendtipo/fenétipo tendo em conta 0s
fendtipos identificados nos dois sexos para as mutagdes em estudo
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3 Resultados

3.1 Mutacdes nos dominios 5°UTR, 3’UTR, NTD e nos
introes

N&o sdo referidas mutacgdes nas regides 3'UTR, 5 'UTR e nos intrdes, uma vez que nao

existem casos de mutacdes nestas zonas na base de dados RettBase. Esta base de dados refere

duas mutagdes missense no dominio NTD, no entanto, estas duas mutac6es foram excluidas da

amostra em estudo, uma vez que ambas estavam englobadas pelos critérios de exclusdo (Quadro
4.1).

3.2 Mutacbes no dominio MBD
3.2.1 p.K82R (c.245 A -» G)

A mutacdo K82R foi identificada durante um estudo relativo a variagdes na sequéncia
do gene MECP2. Verificou-se a presenca desta mutacdo num rapaz caucasiano saudavel, sem
historia familiar de doencas neuropsiquitricas, sendo por isso incluido no grupo controlo do

estudo. Por esta razdo, considerou-se que a presenca desta mutacéo nao é patogénica (67).

N&o se encontrou referéncia, para além deste estudo, de mais nenhum caso identificado
para a mutacdo K82R, sendo que no sexo feminino esta mutacdo nunca foi identificada. No
residuo K82 origina-se uma PTM, nomeadamente uma ubiquitinacdo, que podera regular a
atividade da proteina MeCP2 (68,69). De qualquer modo, a mutacdo K82R ndo altera as
propriedades da cadeia peptidica, e por isso no altera a estrutura secundéria da MeCP2. E por
este motivo que se infere a ndo patogenicidade da mutacdo e a inexisténcia de mais casos
identificados com esta mutacdo (70). Ao utilizar o programa PolyPhen-2 para analisar a
capacidade patogénica da mutagdo, o mesmo classifica a mutagao K82R como “benigna” com
um score de 0,384. Este caso foi analisado segundo os critérios de classificacdo do método A.

Esta andlise esta ilustrada no Quadro 3.1.
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Quadro 3.1 - Classificacdo dos fendtipos com a mutacéo p.K82R, atraves do método A
CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVAC}OES

METODO | CATEGORIA

Este método s6 tem em conta mutagdes que originam fenotipos

com sintomatologia associada. Deste modo, mutacGes que
A N/A s . %

originam quadros assintomaticos ndo se enquadram neste

método (35).

N/A — Néo aplicavel

3.2.1.1 Classificacao e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.K82R segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.2), sendo esta mutacdo classificada como pertencendo a categoria
B1.

Quadro 3.2 - Classificagdo da mutacdo p.K82R, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fen6tipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do meétodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagcdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES
- AVALIACAO
METODO | CATEGORIA METODO
Os fenotipos cumprem todos os critérios da
B B1 EFICAZ |categoria Bl. N& se encontrou casos
(+1) identificados no sexo feminino, e no sexo
masculino da origem a quadros assintomaticos

3.2.2 p.R106W (c.316 C -»T)

Para esta mutacdo foram identificados trés casos no sexo masculino, sendo que dois
destes casos eram irmé&os. Todos eles apresentavam um cariotipo normal 46, XY. O primeiro
caso evidencia um quadro clinico intermédio devido a presenca de mosaicismo somatico para

a mutacdo em estudo. Por sua vez, os dois irmdos apresentavam um quadro clinico bastante
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severo. O irmdo mais novo morreu com 17 meses de idade, e o irmdo mais velho morreu com

30 meses de idade, devido aos seus sintomas respiratorios graves (71,72).

Caso 1: Referente a um rapaz de 14 anos com um quadro clinico de severidade
intermédia. Este desenvolveu-se normalmente até aos 18 meses de idade, até que foi
identificada uma encefalopatia e sintomas associados a Perturbacdo do Espectro do Autismo.
Surgiram posteriormente 0s movimentos estereotipados nas maos, a perda da comunicacdo
verbal previamente adquirida e comportamento disruptivo. Apesar do seu quadro clinico, este
rapaz apresentava a capacidade de pronunciar palavras soltas e de ler frases simples, tendo
conseguido finalizar a escola priméria especializada em alunos com necessidades especiais.
Apods se verificar que a mée ndo apresentava a mutacdo R106W, concluiu-se que a mutacédo era
do tipo de novo, surgindo numa fase pds-zigotica (figura 1.5), o que poderd explicar o
mosaicismo celular para a mutacdo no rapaz (72). O Quadro 3.3 ilustra a classificacdo deste
caso segundo o método A.

Quadro 3.3 - Classificacdo do caso 1 com a mutacdo p.R106W, através do méetodo A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACC)ES

METODO CATEGORIA

Os fenotipos cumprem todos os critérios da categoria A2. Existe a
A A2 presenca de mosaicismo para a mutacdo, com um quadro clinico

intermédio. Esta mutacdo, quando presente no sexo feminino,
origina um quadro de RTT cléssico (6).

Casos 2 e 3: Dois irmdos, ambos com quadros clinicos muito severos. O irmdo mais
novo, pouco tempo depois de nascer, apresentava apneia, sendo internado na Unidade de
Cuidados Intensivos Neonatais. Foram detetados sintomas como encefalopatia, respiracao
irregular, refluxo gastroesofagico, hipotonia, incapacidade de sustentar a cabeca,
eletroencefalografia (EEG) anormal e um desenvolvimento psicomotor profundamente
atrasado. Aos 8 meses de idade foi necessario a colocacdo de uma sonda nasogastrica e, aos 11
meses, surgiram 0s movimentos estereotipados na cabeca, sendo que este ultimo sintoma era
proeminente, ao ponto de causar uma fratura na mandibula. Os problemas respiratorios
agravaram-se aos 13 meses de idade, sendo necessaria a colocagdo de uma mascara nasal. Aos
16 meses padecia de uma severa bradicardia, sendo que devido a esta ultima situagéo, a crianca
faleceu aos 17 meses de idade. O irmdo mais velho apresentou uma historia clinica muito

semelhante, com um quadro igualmente severo, acabando por falecer aos 30 meses de idade
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devido a complicacdes respiratorias (71). O Quadro 3.4 ilustra a classificacdo destes dois casos

através do método A, tendo em conta os fenotipos identificados nos dois irmaos.

Quadro 3.4 - Classificacdo dos casos 2 e 3 com a mutacao p.R106W, através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVAQC)ES
METODO | CATEGORIA

Os fendtipos cumprem todos os critérios da categoria Al. Esta
mutacdo, quando presente no sexo feminino, origina um quadro
de RTT cléssico (6). Tendo isto em conta, esta mutagéo origina
A Al no sexo masculino um fenotipo bastante severo, geralmente
incompativel com a vida, com sintomas a surgirem numa fase
muito precoce da vida da crianca, e uma esperanca média de vida
de aproximadamente 2 anos de idade.

Ao analisar esta mutacdo pode-se concluir que esta apresenta a capacidade para originar
quadros clinicos bastante severos no sexo masculino, com sintomas severos a surgirem numa
fase muito precoce da vida da crianca. A esperanca média de vida nestes casos é inferior a trés
anos de idade, considerando o historial clinico dos dois irmdos. O primeiro caso referenciado
apresenta uma historia clinica bastante diferente, em grande parte, devido a presenca do
mosaicismo somatico para a mutagdo R106W, permitindo deste modo a existéncia de um

quadro clinico menos severo e a sobrevivéncia do rapaz.

3.2.2.1 Classificacao e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.R106W segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.5), sendo esta mutacdo classificada como pertencendo a categoria
B4.
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Quadro 3.5 - Classificacdo da mutacdo p.R106W, através do metodo B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

Os fenotipos cumprem todos os critérios da
categoria B4. Esta mutacdo, quando presente no
sexo feminino, origina um quadro de RTT
classico (6). Tendo isto em conta, esta mutacdo
EEICAZ origina no sexo ma_sculino um fendtipo _bastante
B B4 severo, geralmente incompativel com a vida, com

(+1) sintomas a surgirem numa fase muito precoce da
vida da crianca, e uma esperanca média de vida
de aproximadamente dois anos de idade. No
entanto, no sexo feminino origina quadros tipicos
de RTT com severidade intermedia.

3.2.3p.V122A (365 T -»C)

Identificou-se a mutacdo V122A em diversos membros de uma familia com tracos
sintomatologicos tipicos da RTT. A mutacdo foi primeiramente identificada num rapaz com
atraso mental. Este caso foi objeto de estudo para esta mutacéo. O seu quadro clinico agravou-
se aos 16 anos de idade, ao perder a capacidade de caminhar e ao apresentar espasticidade nos
quatro membros, epilepsia, discinesia e sintomas extrapiramidais. Foi observado também
atrofia cerebral e uma EEG anormal. O seu quadro clinico agravou-se ao longo dos meses,

acabando por falecer com 19 anos de idade devido a um quadro de pneumonia (73).

A mae deste rapaz era portadora da mutacéo e apresentava esquizofrenia e um ligeiro
atraso mental. Por fim, o Gltimo membro desta familia que apresentava também a mutacao
V122A era a tia do rapaz, irma da sua mae. A tia apresentava apenas um atraso mental ligeiro
e tinha dois filhos. Apesar de n&o ter sido possivel confirmar a presenca da mutacdo nos dois
filhos, estes apresentaram um quadro clinico muito semelhante ao seu primo, o rapaz objeto
deste estudo. Estes dois irmdos acabaram por morrer devido a deterioracdo do seu quadro

clinico, tal como o seu primo, aos 9 e aos 14 anos de idade, respetivamente (73).
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Conclui-se que esta mutacdo esteve no seio desta familia e foi transmitida a
descendéncia através da mée do rapaz em estudo. Ao analisar-se os fendtipos, pode-se observar
que os familiares do sexo masculino, o rapaz e 0s seus dois primos, apresentaram um quadro
clinico mais severo, acabando por morrerem numa idade muito precoce, devido a deterioracao
dos seus quadros clinicos. Por outro lado, ao analisar os sintomas dos familiares do sexo
feminino, a mée e a tia do rapaz, conclui-se que os seus quadros clinicos séo significativamente
menos severos, com apenas tracos ligeiros de atraso mental e a presenca de esquizofrenia na
mée do rapaz (73). Ndo houve mais nenhum caso descrito para esta mutacdo nos dois sexos
para além destes casos identificados neste agregado familiar. Assim, foi com base nestes casos
familiares que o Quadro 3.6 ilustra a classificacdo dos presentes fenétipos segundo o método
A.

Quadro 3.6 - Classificacdo dos fendtipos com a mutacdo p.V122A, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

Esta classificacdo tem em conta 0s quadros pouco severos ou
A A3 pouco significativos na mae e na tia do rapaz usado como objeto

de estudo, e 0s sintomas mais graves, tipicos da RTT, nos rapazes
deste agregado familiar (73)

3.2.3.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificagdo da mutacdo p.V122A segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.7), sendo esta mutacdo classificada como pertencendo a categoria
B3.

Quadro 3.7 - Classificacdo da mutagdo p.V122A, através do método B. O método B
pretende classificar as mutacfes no gene MECP2 segundo os fenotipos apresentados nos dois
sexos. A avaliagdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenétipos apresentados pela mutacdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIACAO
METODO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

Os fendtipos cumprem todos os critérios da
EFICAZ categoria B3. Os quadros clinicos identificados
B B3 nos rapazes apresentam sintomas tipicos da RTT,

(+1) enquanto os casos identificados no sexo feminino
séo de quadros clinicos pouco significativos (73)
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3.2.4 p.R133C (c.397 C -»T)

Esta mutacéo foi referida em dois rapazes, sendo que ambos 0s casos apresentavam um
quadro clinico severo, com sintomas tipicos de RTT, embora apenas um tivesse sido
diagnosticado com a RTT, devido a falta de critérios de diagnostico suficientes. Ambos 0s
rapazes apresentavam um cariotipo normal 46, XY. Também foram realizados, em ambos 0s

casos, estudos para a detecdo de mosaicismo celular, ndo tendo este sido detetado (74,75).

O primeiro caso caracteriza um rapaz com idade de 10 anos, com hipotonia. Neste caso
as convulsdes surgiram aos quatro anos de idade e 0s movimentos estereotipados nas maos aos
cinco anos de idade. Apresentava uma respiracdo irregular e uma perda da locomogéo
progressiva, sendo que aos sete anos de idade ficou acamado devido a incapacidade total de
locomocdo. Aos dez anos houve a necessidade de realizar a alimentagéo via sonda. Por usa vez,
0 segundo caso identificado para esta mutacdo, no sexo masculino, era de um rapaz de dois
anos de idade, com movimentos estereotipados nas méos, perda parcial da capacidade motora

nas maos e perda total da locomocao devido a tremores e convulsdes severas (74,75).

Estes casos identificados no sexo masculino para a mutacdo p.R133C sdo bastante
severos. Apresentam sintomas tipicos de RTT mas com uma severidade muito acentuada. Por
outro lado, esta mesma mutacdo origina no sexo feminino um quadro clinico com sintomas
caracteristicos de RTT, associada a variante Zappela ou variante da preservagdo da linguagem
(ver Quadro 1.3), onde o quadro clinico € menos severo. Existem casos, no sexo feminino, em
gue esta mutacao origina quadros clinicos assintomaticos, ou quadros clinicos de RTT tipica,

dependendo do enviesamento da XCI.

Ao comparar 0s quadros sintomatoldgicos apresentados por esta mutacdo nos dois
sexos, verifica-se que o fendtipo no sexo masculino é mais severo quando comparado com o
fendtipo no sexo feminino. Como o fendtipo no sexo feminino para esta mutagdo é um quadro
de RTT menos severo, devido a associacdo desta mutacdo com a variante Zappela, pode-se
inferir que no sexo masculino esta mutacdo também podera originar um quadro menos severo.
O método A afirma que para uma mutagdo que origina um quadro de RTT no sexo feminino, é
expectavel que o quadro clinico no sexo masculino seja bastante severo, com problemas
respiratorios graves e uma esperan¢a média de vida inferior a dois anos de idade. Por sua vez,
seguindo o estabelecido para o método B, uma mutacédo que origina um quadro de RTT no sexo

feminino, é expectavel que o quadro clinico no sexo masculino seja bastante severo e
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extremamente incapacitante, geralmente incompativel com a vida, existindo por isso uma morte

com poucos anos de idade.

Ambos 0s métodos extrapolam para o sexo masculino um quadro clinico bastante severo
com uma morte prematura devido aos sintomas incapacitantes. Apesar dos quadros
sintomatoldgicos bastante severos nos dois casos masculinos, ambos permanecem vivos, sendo
que o primeiro caso aqui apresentado apresenta 10 anos de idade, ou seja, uma idade superior
a esperanca média de vida descrita e expectavel para os métodos A e B. Com isto, pode-se
concluir que a severidade dos quadros clinicos associada a esta mutagéo nao € tao severa como
demonstram os critérios das categorias Al e B4, dos métodos A e B, respetivamente, uma vez
gue ndo origina no sexo masculino sintomas incompativeis com a vida. Assim pode-se afirmar
gue esta mutacdo ndo obedece aos critérios descritos pelas categorias Al e B4, do método A e

B, respetivamente.

Ao analisar-se a categoria adjacente do método B, a categoria B3, ndo se pode afirmar
gue os sintomas apresentados por esta mutacdo sejam pouco significativos no sexo feminino,
porque, apesar de menos severos, existem casos identificados de RTT tipica e atipica no sexo
feminino para esta mutagdo. Deve-se aplicar nesta mutagdo a categoria intermédia B3-B4. Ao
analisar-se, através do método A, esta mutacdo, ndo se consegue categorizar segundo 0s
critérios descritos pelas categorias Al e A3, uma vez que a severidade dos quadros clinicos
associados a esta mutacdo nos dois sexos é de severidade intermédia entre as categorias Al e
A3 do método A. O Quadro 3.8 ilustra a classificacdo efetuada segundo o método A para a
mutacdo p.R133C.

Quadro 3.8 - Classificacdo dos fendtipos com a mutacdo p.R133C, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

Né&o se pode afirmar que esta mutagdo faz parte da categoria
Al, pois apesar do quadro clinico bastante severo nos casos
Entre identificados no sexo masculino, a esperanca média de vida
A Al e A3 | observada é superior a expectavel para a categoria Al. Por
(ineficaz) outro lado, néo se pode aplicar a categoria A3 pois esta mutagédo
causa quadros clinicos significativos nos casos identificados no
sexo feminino, com quadros de RTT tipica e atipica (74-78).

46



A Origem Genética da Sindrome de Rett no Sexo Masculino

Estes casos evidenciam a ambiguidade da classificacdo desta mutacdo entre a categoria
Al e A3, através dos critériso de classificagdo do método A, uma vez que a mutagao origina
um quadro clinico, nos dois sexos, com uma severidade intermédia entre estas duas categorias.
O método B tem isto em conta e espera classificar estas mutacdes segundo a severidade
expectavel nos quadros sintomatoldgicos criados pelas mutaces em estudo, pretendendo criar
categorias que possam quantificar esta mesma severidade. Este caso suporta a importancia de
ter em conta, na classificacdo das mutaces, o fator severidade, e a importancia de quantifica-

lo considernado os quadros sintomatologicos identificados para estas mutacoes.

3.2.4.1 Classificacao e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutagcdo p.R133C segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.9), sendo esta mutacdo classificada como pertencendo a categoria
intermédia B3-B4.

Quadro 3.9 - Classificacdo da mutacdo p.R133C, através do método B - O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

Esta mutacdo esta entre as categorias B3-B4 pelas
razdes expostas anteriormente. Apesar do quadro
clinico bastante severo nos casos identificados no
sexo masculino, a esperanca media de vida
B B3-B4 EFICAZ | observada é superior a expectavel para a categoria

(+1) B4. Por outro lado, ndo se pode aplicar a categoria
B3 pois esta mutacdo causa quadros clinicos
significativos nos casos identificados no sexo
feminino, com quadros de RTT tipica e atipica,
apesar de menos severos (74-78).
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3.2.5 p.R133H (c.398 G -»A)

Existe na RettBase um caso no sexo masculino com a mutacdo R133H, referente a um
rapaz de 14 anos. Este foi diagnosticado com RTT tipica, através dos critérios de diagndstico
do Grupo de Trabalho de 1988 (79). Este rapaz apresentava oito dos nove critérios principais,
nomeadamente um periodo peri-natal normal, neurodesenvolvimento normal até aos doze
meses de idade, microcefalia adquirida, perda do controlo motor previamente adquirido nas
méos, perda da capacidade previamente adquirida de comunicar verbalmente, movimentos
estereotipados nas maos e dispraxia. Nao apresentava nenhum dos critérios de exclusdo e tinha
sete dos oito critérios de suporte: ataques epiléticos, irregularidades na respiracdo, EEG
anormal, espasticidade, disfuncdo vasomotora, escoliose e atraso no crescimento. Com 13 anos
este rapaz possuia ainda a capacidade de locomocao e de caminhar (80,81). E importante referir
qgue neste caso foi identificado um mosaicismo somatico para a mutacdo R133H, o que
influencia significativamente o fen6tipo da RTT. Pode-se, por isso, inferir que o fenotipo
expectéavel para a mutagdo R133H, no sexo masculino, seria um fen6tipo mais severo do que o
exposto anteriormente (80,81). Esta mutacdo é bastante rara, mas nos casos identificados no
sexo feminino origina quadros de RTT com severidade intermédia (82—84). Considerando os
fendtipos apresentados no sexo feminino e o quadro clinico identificado no sexo masculino na
RettBase para esta mutacdo, é possivel classificar este caso através do método A. O Quadro
3.10 ilustra esta classificacdo.

Quadro 3.10 - Classificacdo do fenotipo, referido na RettBase, com a muta¢do p.R133H,
através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

Os fendtipos cumprem todos os critérios da categoria A2. Neste
caso existe um mosaicismo para a mutacdo em estudo o que
A A2 permjte atenuar o quadro sin?o_matolégico. Deste modo, é

possivel encontrar um quadro clinico semelhante ao encontrado
no sexo feminino. Esta mutacdo origina quadros de RTT, com
severidade intermédia no sexo feminino (82—84).

Existe na literatura a referéncia a mais um segundo caso masculino identificado com a
mutacdo R133H, embora este ndo esteja presente na RettBase. Para este caso ndo existe

nenhuma mencao de mosaicismo, pelo que se verifica um quadro clinico significativamente
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mais severo que o caso mencionado anteriormente (85). Este ultimo caso apresentou, desde o
nascimento, hipotonia e desenvolveu convulsdes aos seis meses de idade. Apresentava também
atrasos no seu desenvolvimento, um EEG anormal, hipoplasia cerebral e encefalopatia.
Realizou medicacdo com acido valpraico, clonazepam e fenobarbital para controlar os ataques
convulsivos, que ocorreram mais de cem vezes num periodo de 2 anos. Aos vinte e seis meses
de idade a dificuldade respiratoria agravou-se e teve episodios recorrentes de pneumonia por
aspiracdo, sendo por isso realizada uma traqueostomia e subsequentemente 0 uso de um
ventilador. Outros sintomas incluem movimentos estereotipados nas maos,
risos/gargalhadas/berros inapropriados, resposta diminuida ao estimulo da dor, méos e pés
pequenos e frios, padrdo de sono anormal e distlrbios na respiracéo (85). O Quadro 3.11 ilustra
a classificacdo para este ultimo caso, segundo o método A.

Quadro 3.11 - Classificacdo do segundo caso com a mutacdo p.R133H, tendo em conta o
método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVAC;OES

METODO | CATEGORIA

Os fendtipos cumprem todos os critérios da categoria Al. Existe
um quadro sintomatolégico bastante severo, com sintomas
A Al graves a surgirem numa fase muito precoce da vida da crianca.
No sexo feminino o quadro clinico encontrado é de RTT tipica
com severidade intermédia (82-84).

Ao analisar estes dois quadros clinicos observa-se que o Gltimo € significativamente
mais grave, em grande parte, devido a presenca do mosaicismo celular para a mutacdo no

primeiro caso descrito.

3.2.5.1 Classificagéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.R133H segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.12), sendo esta mutacdo classificada como pertencendo a categoria
B4.
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Quadro 3.12 - Classificacdo da mutacdo p.R133H, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIACAO
METODO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

Os fenotipos cumprem todos os critérios para a
categoria B4. Esta mutagdo é bastante rara, mas
nos casos identificados no sexo feminino origina
quadros de RTT, com severidade intermédia (82—
84). Tendo isto em conta, € expectavel que no
EFEICAZ |S€x0 masculino origine quadros clinicos graves, 0
B B4 que se verifica com a descrigdo do Gltimo caso no

(+1) sexo masculino. O caso identificado na RettBase
ndo se enquadra na classificacdo B4 devido a
presenca do mosaicismo celular para a mutagéo
em estudo, que influéncia consideravelmente o
fendtipo, assemelhando-se este ao do sexo
feminino.

3.2.6 p.S134C (C.401 C -»G)

A RettBase refere um caso masculino com a mutacdo S134C. Este é um caso de um
rapaz com diagnostico de RTT de severidade intermédia e com um cariétipo normal 46, XY.
Este apresentou um desenvolvimento normal até aos 6 meses de idade, apesar de revelar nesse
periodo sinais de hipotonia. O rapaz ao longo dos seus primeiros meses de vida desenvolveu-
se normalmente ao adquirir capacidades motoras, como a capacidade de rebolar, de se sentar e

de alcancar objetos com as mé&os e agarra-los (86).

O seu desenvolvimento estagnou aos 15 meses de idade, sendo encaminhado para
avaliacdo clinica com claros sinais de hipotonia, falta de peso e falta de equilibrio. Aos 18 meses
comegaram a surgir novos sintomas, como o babar em excesso, dificuldades na alimentagéo,
refluxo gastroesofagico, estrabismo, ataxia e contragdes musculares involuntarias. Aos dois
anos de idade, os tremores agravaram-se e foi verificada uma desaceleracdo no crescimento,
com a identificacdo de uma microcefalia. Aos cinco anos de idade, surgiram as convulsdes e
foi iniciado tratamento com anticonvulsivantes, sendo que meses depois surgiram outros sinais

clinicos como osteoporose, ptose na palpebra direita, distdrbios respiratorios, distdrbios do
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sono, rigidez muscular nos membros superiores e inferiores e perda da capacidade motora nas
maos com o surgimento de movimentos estereotipados nas méos. As convulsdes e os disturbios
alimentares persistiram aos dez anos de idade, sendo por isso necessario a realizacdo de uma

gastrostomia, com a colocacdo de uma sonda de alimentacao (86).

Na literatura cientifica existem diversos casos de raparigas com a mutacdo S134C.
Todos estes casos femininos séo referentes a casos de RTT com uma severidade intermédia
(87-92). Assim, tanto o caso masculino aqui detalhado, como os casos femininos, obedecem
aos critérios de diagndstico da RTT, originando fenétipos de igual severidade. Deste modo, a
mutacdo S134C ndo obedece ao critério obrigatorio para que os métodos de classificacdo A e
B sejam eficazes na seriacdo das mutacGes no gene MECP2 e dos seus respetivos fenotipos.
Este critério afirma que os fendtipos criados no sexo masculino, para cada mutagéo, sao sempre
mais severos quando comparados com os fenotipos associados a essa mesma mutagao no sexo
feminino (35). O Quadro 3.13 e 0 Quadro 3.14 ilustram a ineficacia dos métodos A e B na
classificacdo da mutacdo S134C e dos seus respetivos fendtipos. No presente trabalho, as
classificacOes realizadas pelos métodos A e B, para a mutacdo S134C, assumem gue 0O caso
masculino ndo apresenta qualquer tipo de mosaicismo para a mutagédo, sendo por isso ineficazes

na classificacdo.

No artigo presente na RettBase, onde vem descrito o Unico caso masculino identificado
com a mutacdo S134C, ndo é referido nenhum estudo neste rapaz para identificar a presenca de
mosaicismo para a mutacdo (86). A presenca de mosaicismo poderia explicar o fenétipo do
rapaz, de igual severidade ao encontrado no sexo feminino (37). No entanto, o estudo
identificou a presenca da mesma mutacao, S134C, na mde e na irma do rapaz. Por esta razdo
conclui-se que a mutacdo no rapaz foi herdada através da sua mae, existindo assim pouca

probabilidade de existir um mosaicismo (86).

Quadro 3.13 - Classifica¢ao dos fenotipos com a mutagdo p.S134C, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O método A é ineficaz na categorizacdo dos fendtipos, uma vez
A Ineficaz | que os fendtipos apresentados nos dois sexos tem severidade
semelhante (35,86).
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3.2.6.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificagdo da mutacdo p.S134C segundo o método de

classificacéo B. Esta classificacdo esta ilustrada no Quadro 3.14 como ineficaz.

Quadro 3.14 - Classificacdo da mutacdo p.S134C, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

- OBSERVACOES
AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B é ineficaz na categorizagdo desta
Ineficaz | mutagdo, uma vez que os fenGtipos

(+0) apresentados nos dois sexos tém severidade
semelhante (35,86).

B Ineficaz

3.2.7 p.E137G (c.410 A -»G)

Gendrot et al estudou em 1999 uma familia, onde se identificou diversos membros do
sexo masculino, de diferentes geracdes, com um fendtipo de atraso mental inespecifico. Este
estudo concluiu que estes fendtipos eram criados por uma mutacdo no locus Xg28, que era
transmitida ao longo das diferentes geracoes desta familia. Estudos posteriores identificaram a
mutacdo E137G no gene MECP2 como a mutacdo responsavel pelos casos de atraso mental
inespecifico presentes nesta familia (61,93).

Foram detalhados pelo menos sete quadros clinicos de familiares do sexo masculino, de
duas geracdes distintas, com o fendtipo criado pela mutacdo E137G. Esta mutacao originou em
todos estes casos masculinos um fenotipo semelhante, bastante diferente do encontrado em
quadros clinicos de RTT (61,93). Este fenotipo esta identificado na literatura cientifica como
um feno6tipo de atraso mental inespecifico associado ao cromossoma X (XLMR) (49,65,75,94).
O quadro de XLMR difere significativamente do quadro sintomatoldgico de RTT, sendo o
atraso mental a caracteristica comum dos fenotipos de XLMR. Podem existir neste fenétipo
sinais de disfuncdo motora e outros sintomas clinicos tipicos de RTT. E descrito na literatura
cientifica mutacGes no gene MECP2 com capacidade para originar o quadro clinico de XLMR

(95-97). Nos casos masculinos identificados nesta familia, ao contrario do que sucede nos
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quadros de RTT, ndo houve nenhum sinal de regressao clinica relativamente as capacidades
adquiridas, nem nenhuma disfuncdo motora. Todos os familiares do sexo feminino, que eram
portadores da mutacdo E137G, revelaram-se assintomaticos, ndo existindo por isso qualquer

tipo de atraso intelectual (61,93).

Tendo em conta que os fen6tipos associados a mutacdo E137G no sexo masculino € de
atraso mental inespecifico (XLMR), e que no sexo feminino € de um fendtipo assintomatico,
pode-se concluir que esta mutacdo cumpre o critério basilar dos métodos de classificacdo A e
B, nomeadamente, a presencga de fendtipos mais severos no sexo masculino em comparagao
com os fendtipos femininos. Ambos os métodos de classificacdo preveem a existéncia do
fenotipo XLMR (35,61,93). O Quadro 3.15 e 0 Quadro 3.16 ilustram como os métodos de
classificacdo A e B, respetivamente, categorizam esta mutacdo e 0s seus respetivos fendtipos

nos dois sexos.

Quadro 3.15 - Classificagdo dos fendtipos com a mutacdo p.E137G, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

Os fenotipos cumprem todos os critérios da categoria A3. No
A A3 sexo masculino estdo presentes fenotipos de atraso mental

ligeiro a severo. No sexo feminino estdo presentes fendtipos
assintomaticos (61,93).

3.2.7.1 Classificacao e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.E137G segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.16), sendo esta mutagdo classificada como pertencendo a categoria
B2.

Quadro 3.16 - Classificacdo da mutacdo p.E137G, atraves do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIACAO
METODO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

Os fenotipos cumprem todos os critérios para a
B B2 EFICAZ | categoria B2. No sexo masculino existe um

(+1) fendtipo de XLMR, enquanto no sexo feminino
existe um fendtipo assintomatico (61,93).
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3.2.8 p.A140V (c.419 C -»T)

A RettBase faz referéncia a diversos artigos nos quais identifica a mutagdo A140V em
diversos casos familiares (62). Esses mesmo artigos descrevem 17 casos masculinos portadores
desta mutacéo, todos eles afetados por quadros clinicos bastante variados, mas com algumas
semelhangas. Todos estes 17 casos fazem referéncia a rapazes com um quadro clinico distinto
do encontrado na RTT (61,97-100).

O primeiro artigo refere seis rapazes, de idades compreendidas entre os 11 e 40 anos,
todos eles com atraso mental de severidade moderada. Outros sintomas foram descritos neste
grupo de seis rapazes: macroorquidismo (cinco dos seis rapazes); bipolaridade e episddios
recorrentes de hipomania e depressdo (quatro dos seis rapazes); sintomatologia da sindrome
piramidal (quatro dos seis rapazes); ligeiros tremores (trés dos seis rapazes); sintomas tipicos
de um quadro de Parkinson (um dos seis rapazes). As respetivas mées destes seis rapazes, eram
todas portadoras da mutacdo A140V, com uma XCI aleatéria. Todas elas eram saudaveis sem

qualquer sintomatologia associada (98,101).

Outro artigo identifica quatro rapazes, todos irméos e filhos da mesma mée portadora
da mutacdo A140V. Estes quatro rapazes, de idades compreendidas entre os 27 e 40 anos,
apresentavam um atraso mental severo, ligeiros tremores, uma linguagem expressiva
desenvolvida e a capacidade de comunicar palavras e frases simples. Eram amigaveis e sem
sinais de autismo. A irma e mée destes quatro rapazes eram portadoras da mutacdo e ambas
apresentavam um quadro clinico semelhante de atraso mental de severidade intermédia,
dificuldade na locomocéo e dificuldades na comunicacdo verbal. Foi analisado a XCl na mée e

irmd, sendo esta aleatéria em ambas (97).

Um terceiro artigo refere dois rapazes, sem relagdes familiares, com a mutagdo A140V
e com um quadro clinico de atraso mental. Mais nenhum outro sintoma é descrito. As maes
destes dois rapazes apresentavam-se saudaveis e eram ambas portadoras da mutagéo, com uma
XCI aleatéria (61). Um outro artigo descreve um caso familiar onde surgem quatro casos
masculinos. Estes quatro casos apresentavam um quadro de atraso mental, sendo que,
adicionalmente ao atraso mental, um apresentava tremores nos membros superiores, outro um
comportamento hipercinético e perturbacdo de humor, e outros sintomas tipicos de um quadro
de sindrome de Borjeson-Forssman-Lehmann. As maes destes quatro individuos eram

portadoras da mutacdo, com uma XCI aleatoria, e todas se apresentavam como saudaveis (99).
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Outro artigo que a RettBase refere, relativo a mutagdo A140V, descreve um rapaz de 12
anos de idade, com um quadro de esquizofrenia e dificuldade em entender e processar a
linguagem verbal. Aos 12 anos este rapaz desenvolveu episodios psicéticos graves, com
alucinac6es, ataques de ansiedade, insonias e episddios maniacos. Por esta razdo, foi sujeito a
terapéuticas farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas muito variadas, apresentando por isso
periodos de flutuacéo relativos a sua estabilidade psicoética. Este é o unico caso descrito na
RettBase, para a mutacdo A140V que, apesar do seu quadro sintomatoldgico, ndo apresentava
um quadro claro de atraso mental. A mée deste rapaz apresentava também a mutacdo A140V,

mas apresentava um fendétipo saudavel (100).

Todos estes 17 casos fazem referéncia a rapazes com um quadro clinico distinto do
encontrado na RTT (7). Estes apresentam quadros clinicos bastante variados, com algumas
semelhancgas, sendo a presenca de atraso mental de severidade intermédia ou severa a

caracteristica comum a todos estes casos masculinos, excetuando um (61,97-101).

Relativamente aos casos femininos identificados com a mutacdo A140V, foram
identificados 0s casos acima expostos, sendo estes relativos a mées e irmas dos casos
masculinos descritos (61,97-101). Adicionalmente, a RettBase faz referéncia a mais dois
artigos que identificam duas raparigas portadoras da mutacdo A140V, com sintomatologia
associada (102,103).

Um destes artigos identifica uma rapariga de 11 anos de idade com um quadro de atraso
mental e dispraxia (102). Por sua vez, o outro artigo refere uma rapariga de 15 anos com um
historial de regressdo tardia e um transtorno de humor. Neste dltimo caso feminino, houve um
desenvolvimento normal nos primeiros anos de vida e aos seis anos de idade foi identificado
atrasos relativos a aprendizagem e aquisicdo de conhecimentos. Aos nove anos de idade
registou-se uma regressdo acentuada nas suas capacidades intelectuais, e aos doze anos
verificou-se um diagnostico de bipolaridade e uma acentua¢do nessa mesma regressao
intelectual (103).

Ao analisar-se 0s casos masculinos para esta mutagdo conclui-se que estes nédo
apresentam a pandplia de sintomas presentes e necessarios para o diagnostico da RTT (7).
Apesar destes casos ndo apresentarem o quadro sintomatologico da RTT, muitos destes
desenvolvem outros sintomas para além do atraso mental: tremores, episodios psicoticos,
macroorquidismo, sintomatologia da sindrome piramidal e perturba¢gdes na comunicacdo e

linguagem (97,99-101). Apesar da presenca destes sintomas, ao comparar a severidade destes
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quadros clinicos com os quadros clinicos da RTT, pode-se inferir que os quadros criados pela
mutacdo A140V apresentam uma severidade ligeiramente inferior (7). Isto pode ser justificado
pelo facto de alguns rapazes portadores desta mutacdo, para além do atraso mental,
caracteristica comum nos quadros de RTT, apresentarem adicionalmente um ou dois sintomas,
sendo que estes sintomas ndo séo tdo severos e incapacitantes quando comparados com 0s
sintomas da RTT (perda da locomocdo, perda da capacidade motora nas méaos, distlrbios

respiratorios e espasmos epiléticos) (97,99-101).

Por outro lado, ao analisar-se os quadros apresentados no sexo feminino pode-se inferir
que esta mutacao origina no sexo feminino quadros assintomaticos ou um quadro de XLMR.
Dos 14 casos femininos mencionados na RettBase em artigos, 10 casos sdo de fendtipos
saudaveis e apenas quatro casos sao de fendtipos de XLRM com outra sintomatologia associada
(bipolaridade, dispraxia, perturbac6es da linguagem) (61,97-103). Ou seja, a0 comparar estes
quadros clinicos femininos com o quadro sintomatolégico de RTT, pode-se inferir que este
apresenta uma severidade inferior devido a inexisténcia de sintomas severos e incapacitantes
presentes em quadros de RTT (perda da locomocao, perda da capacidade motora nas maos,
disturbios respiratorios e espasmos epiléticos) (7). O Quadro 3.17 e o Quadro 3.18 classificam
a mutacdo A140V e os seus respetivos fendtipos segundo os métodos de classificacdo A e B,

respetivamente.

Quadro 3.17 - Classificacdo dos fenotipos com a mutacdo p.A140V, através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACGES
METODO | CATEGORIA

A categoria A3 é a categoria que descreve a maioria dos
fenotipos associados a mutacéo. Isto porque em todos os
casos masculinos a mutagdo origina um fenotipo de XLMR,
e nos casos femininos origina, na sua maioria, C€asos
A3 assintomaticos (10 dos 14 casos femininos descritos)
A (para a maioria | (61,97-103). De salientar que esta categoria contempla,
dos fenétipos) | Segundo os seus critérios, no sexo feminino, fenotipos
assintomaticos e pouco significativos, sendo que existem
quadros de XLMR femininos, com sintomas significativos,
apesar de menos severos quando comparados com 0S
quadros sintomatologicos da RTT (7,35).
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3.2.8.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificagdo da mutacdo p.Al40V segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.18), sendo esta mutacao classificada como pertencendo a categoria
intermédia B2-B3.

Quadro 3.18 - Classificacdo da mutacdo p.Al140V, atraves do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

A categoria intermédia B2-B3 é a categoria que
melhor descreve os fendtipos da mutacdo. Tendo
em conta o conjunto de fendtipos apresentados,
estes partilham de caracteristicas
B B2-B3 EFICAZ | sintomatoldgicas das categorias B2 e B3. Isto
(+1) porque 0s quadros masculinos apresentam
XLMR, por vezes com sintomas adicionais,
menos severos que os encontrados na RTT. Os
quadros  femininos sdo  maioritariamente
assintomaticos ou de XLMR (7,61,97-103).

3.2.9 p.D147E (c.441 C -»G)

Segundo a RettBase, a mutacdo D147E foi identificada apenas num caso familiar,
nomeadamente em dois rapazes irmédos e na sua mée. A mutacéo foi transmitida aos filhos,

através da mée, que se apresentava assintomatica (62,74).

O irm&o mais novo apresentava dois anos e oito meses, e desenvolveu-se normalmente
até ao primeiro ano de vida, adquirindo a capacidade de se sentar e de caminhar. Seguiu-se
posteriormente um periodo de regressé@o ao perder estas duas Ultimas capacidades e com o
surgimento de novos sintomas como a obstipagédo e disfagia. Este nunca adquiriu qualquer

linguagem. Uma ressonancia magnética identificou uma atrofia cerebral (74).

Por sua vez, o irméo mais velho, com sete anos de idade, apresentou nos primeiros meses
de vida um desenvolvimento semelhante ao seu irm&o mais novo. Adquiriu a capacidade de se

sentar e caminhar e, ao contrario do seu irmdo, adquiriu a capacidade de comunicar duas
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palavras. O periodo de regressao surgiu apds um ano e meio de vida, sendo que neste periodo
perdeu a capacidade de falar, de se sentar e de reconhecer os seus pais. Outros sintomas
surgiram durante este periodo de regressdo, nomeadamente: obstipacao, pouco apetite, disfagia
(alimentacdo a base de liquidos), nistagmo (movimentos ritmicos e involuntarios dos olhos),
pouco contacto visual e perda da capacidade motora nas méos, com o subsequente surgimento
de movimentos estereotipados nas maos. Aos sete anos de idade apresentava hipotonia e estava
acamado sem qualquer resposta ao meio envolvente. Uma ressonancia magnética identificou

uma atrofia cerebral (74).

Estes dois irmaos apresentavam um cariétipo normal 46, XY, e o estudo comprovou a
inexisténcia de mosaicismo para a mutacdo. A mée ndo apresentava qualquer sintomatologia e
a andlise relativa a XCI demonstrou que esta possuia uma XCI enviesada (80% / 20%), o que
pode explicar a inexisténcia de sintomas. O artigo que identifica estes dois casos masculinos
diagnostica o fendtipo XLMR nos dois rapazes (74). Ao considerar este diagnostico descrito no
estudo é possivel realizar a classificacdo da mutacdo D147E segundo o método de classificacdo
A. Segundo o método de classificacdo A esta mutacao seria classificada na categoria A3. Os
fendtipos apresentados nos dois sexos cumprem todos os critérios da categoria A3. Esta
classificacdo tem em consideracdo o fenétipo de atraso mental com disturbios motores no sexo
masculino e o fendtipo assintomatico no sexo feminino. Por sua vez, ao considerar 0 método
de classificacdo B, a mutacdo D147E deveria pertencer a categoria B2, ao considerar o

diagndstico de XLMR descrito no artigo que descreve estes dois casos masculinos (35,74).

No entanto, ao analisar os quadros sintomatoldgicos descritos no artigo, € possivel
verificar que o irmdo mais velho apresenta todos os critérios principais e necessarios para o
diagndstico de RTT: existéncia de um periodo de regressdo; perda da capacidade motora das
méos, perda da capacidade de comunicar; incapacidade de locomocdo; movimentos
estereotipados nas maos. Também é possivel verificar que o artigo ndo descreve nem demonstra
nenhum critério de exclusdo para o diagndstico de RTT. Deste modo, ao considerar
exclusivamente o quadro sintomatologico, e ao descartar o diagnéstico de XLMR realizado no
artigo, pode-se inferir que o quadro clinico exposto no estudo ndo ¢ de XLMR, mas sim de um

quadro clinico com sintomas tipicos de RTT extremamente incapacitantes (7,74).

Ao analisar o quadro sintomatolégico do irm&o mais novo, verifica-se que este apresenta
um desenvolvimento e quadro sintomatoldgico semelhante ao do seu irméo mais velho nos seus

primeiros meses de vida. Assim, ao considerar que ambos partilham da mesma mutacgéo, e ao
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considerar os poucos anos de vida do irmdo mais novo, este apresenta a possibilidade de
desenvolver um quadro sintomatoldgico semelhante ao do seu irmédo, com sintomas tipicos de

RTT extremamente incapacitantes ao longo da progressao do seu quadro clinico (74).

Por conseguinte, ao refletir sobre os quadros clinicos acima expostos, define-se para a
mutacdo DI147E, um quadro com sintomas clinicos tipicos da RTT extremamente
incapacitantes, ao considerar o estado deteriorante e incapacitante do irméo mais velho, e a
probabilidade do seu irmdo mais novo, partilhar de um quadro clinico semelhante, por partilhar

a mesma mutacao (7,74).

Tendo isto em conta, ao refletir sobre os critérios do método de classificacdo A, conclui-
se que esta mutacdo continua a cumprir todos os critérios para a categoria A3: fen6tipo de atraso
mental com disturbios motores no sexo masculino, e fenétipo assintomatico no sexo feminino
(35,74). No entanto, é importante realcar que o fendtipo feminino portador da mutacédo
apresenta uma XCI enviesada, 0 que revela uma elevada probabilidade de que qualquer
sintomatologia associada a patogenicidade da mutacdo D147E esteja ocultada neste fenotipo
(8,74). Por este motivo, e ao considerar os quadros clinicos masculinos, o presente trabalho
considerou que a mutacdo D147E originaria um quadro clinico com sintomas tipicos de RTT
no sexo feminino, caso se verificasse uma XCI aleatoria. Tendo em conta 0 exposto
anteriormente, os fenotipos portadores da mutacdo em estudo deixariam de ser classificados
segundo a categoria A3, mas segundo a categoria A2 do método A. Isto porque a categoria A2
prevé um quadro clinico com sintomas tipicos de RTT em ambos 0s sexos. Seria expectavel
identificar os quadros clinicos mencionados anteriormente em condi¢Ges normais, ou seja, caso
se verifique no fenotipo feminino uma XCI aleatéria (35,74). A categoria A2 do método A
prevé quadros clinicos com a presenca de fatores modeladores da severidade, como a SK e 0
mosaicismo celular no sexo masculino. No entanto, existem também fatores que influenciam a
severidade dos fendtipos femininos, como a XCI enviesada. O Quadro 3.19 ilustra a
classificacdo realizada pelo método A em condi¢Bes normais, nomeadamente, na presenca de

uma XCI aleatoria no fendtipo feminino.

Por outro lado, ao refletir sobre a severidade dos fendtipos apresentados nos dois irmaos,
verifica-se que a severidade dos quadros clinicos se enquadra entre as categorias B3 e B4 do
método B. O fenotipo masculino apresenta sintomas de RTT extremamente incapacitantes e
severos, Como menciona a categoria B4. No entanto, considerando os sete anos de vida do irméo

mais velho, e a inexisténcia de uma morte prematura, ndo se pode inferir que os sintomas de
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RTT apresentados sejam incompativeis com a vida, como estipulado na categoria B4. Deste
modo, a categoria intermédia B3-B4 é a categoria que melhor descreve o fen6tipo masculino

segundo os critérios de classificacdo do método B (7,74).

Ao considerar a categoria intermédia B3-B4 para o sexo masculino, verifica-se uma
incongruéncia do método B, ao tentar classificar a mutacdo D147E. Isto porque o fenotipo
feminino identificado é de um fenotipo assintomatico (mée dos irméos), e ndo um fendtipo com
sintomatologia associada como indica os critérios de classificacdo do método B. No entanto, a
incongruéncia do método B pode ser explicada devido a XCI enviesada, presente no unico
fendtipo feminino identificado para esta mutacdo. Isto explica a razdo pela qual o fenétipo
feminino se apresenta assintomatico (36,74). O método de classificacdo B nao tem em conta a
presenca de fatores modeladores de severidade dos fenétipos, como € o caso de uma XCI
enviesada. Deste modo, é expectavel que o método B ndo consiga correlacionar e contextualizar
o fendtipo feminino, que segundo os seus critérios de classificacdo, deveria ser um fenétipo
com sintomatologia associada. O Quadro 3.20 ilustra a classifica¢do inconclusiva realizada pelo

método de classificacdo B a mutacdo D147E.

Tendo em conta que o método B assume que para realizar uma correlacdo
gendtipo/fendtipo ndo deve existir interferéncia de fatores modeladores da severidade dos
fenotipos, como uma XCI enviesada, ndo é possivel realizar uma correlacdo gendtipo/fenétipo
para a mutagdo D147E através deste método. Isto porque o Unico fenétipo feminino identificado
com a mutacdo é inconclusivo, devido a presenca de uma XCI enviesada (36). Deste modo, ndo
se torna possivel categorizar esta mutacdo segundo os critérios de classificacdo do método B.
No entanto, é importante deixar claro que apesar da impossibilidade de classificacdo, o fenotipo
expectavel para o sexo feminino, em condi¢des normais (XCI ndo enviesado), seria um fenétipo

com sintomatologia associada, como inferem os critérios de classificagdo do método B.

Quadro 3.19 - Classifica¢ao dos fenotipos com a mutacdo p.D147E, através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES
METODO CATEGORIA

Os fendtipos cumprem todos os critérios da categoria A3, no
entanto a categoria A2 é a categoria que melhor descreve os
fenotipos portadores da mutacdo em estudo. Apesar de na
A A2 realidade se identificar fendtipos que estdo abrangidos pela
categoria A3, se se considerar uma XCI aleatoria no fenotipo
feminino, verifica-se que a categoria A2 é a categoria que
melhor descreve os fendtipos para a mutacdo D147E (35,74).
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3.2.9.1 Classificagéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a andlise da mutacdo p.D147E segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.20), verificando-se que se torna inconclusiva qualquer tentativa de

classificacdo da mutacdo.

Quadro 3.20 - Classificacdo da mutagdo p.D147E, através do método B — O método B
pretende classificar as mutacfes no gene MECP2 segundo os fenotipos apresentados nos dois
sexos. A avaliagdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenétipos apresentados pela mutacdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIACAO
METODO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

N&o é possivel categorizar esta mutacdo
segundo os critérios de classificacdo do
método B. O método de classificacdo B nédo
tem em conta a presenca de fatores
B N/A INCONCLUSIVO | modeladores da severidade dos fenétipos,
como é o caso de uma XCI enviesada. O
unico fendtipo feminino identificado com a
mutacao é inconclusivo, devido a presenca
de uma XCI enviesada (36,74).

N/A — Né&o aplicavel

3.2.10 p.P152A (c.454 C -»G)

A RettBase faz referéncia a um caso familiar onde foi identificada a mutacdo P152A na
filha e no pai, ambos com sintomatologia associada. Na literatura cientifica ndo se encontrou a

referéncia a nenhum outro caso identificado com esta mutagéo (62,104).

A filha de dez anos de idade, obesa, apresentava um quadro de atraso mental de
severidade moderada, com sintomatologia associada a Perturbacdo do Espectro do Autismo e
com episddios de humor disruptivo. A crianga desenvolveu-se normalmente no primeiro ano
de vida, e aos 12 meses de vida evidenciou sinais de hipotonia. Experienciou diversos episédios
psicOticos agressivos e sentia necessidade extrema de criar uma rotina no seu quotidiano,
apresentando pouca flexibilidade para sair do seu ambiente rotineiro. Possuia o controlo motor

das méaos, mas em raras ocasifes apresentava movimentos estereotipados nas méaos. Néao tinha
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a capacidade de manter uma conversa e tinha dificuldades com a comunicagéo verbal e néo-
verbal. Apresentava ainda genu valgum (joelhos desalinhados e orientados para dentro), pes
planus (pés planos), macrocefalia e uma ligeira cifose. Foi sujeita durante quatro anos a
tratamento com acido valproico e aripiprazol para estabilizacdo do humor. Os seus
comportamentos psicoticos e as suas capacidades de socializagdo melhoraram
significativamente ap6s o tratamento, embora a obsessdo pelo ambiente rotineiro tenha

permanecido (104).

Por sua vez, o seu pai, com 28 anos de idade, obeso, saudavel, sem sinais de atraso
mental, apenas com uma capacidade cognitiva abaixo da média, vive de forma independente,
trabalha e cuida da filha. A sua infancia e adolescéncia foram marcadas por episodios psicoticos
severos, hiperatividade e ansiedade. Teve uma educacao especial devido aos seus problemas de
socializacdo e de aprendizagem. Foi diagnosticado com perturbacdo de hiperatividade/défice
de atencdo e distarbio da linguagem. Recebeu tratamento com metilfenidato, e os seus
transtornos psicoticos melhoraram durante a adolescéncia. Na sua vida adulta apresenta um

transtorno da linguagem moderado e ndo desenvolveu mais nenhum episodio psicético (104).

Estudos realizados sobre o pai e filha verificaram que apresentavam um cari6tipo
normal, nomeadamente, 46, XY e 46, XX, para o pai € filha, respetivamente. A analise da XClI
da filha revelou uma XCI normal e nivelada. Uma anélise ao sangue revelou a inexisténcia de
mosaicismo para a mutac&o no pai. E importante referir que o estudo avaliou a patogenicidade
da mutacdo P152A, de modo a confirmar a correlagdo entre a presenca desta mutacéo e os
fenotipos apresentados. Concluiu-se que a presenca da mutacao origina alteracées num local
critico do MBD, criando uma diminuicao na capacidade de associacdo entre a proteina MeCP2
e a heterocromatina (104). Ao analisar a capacidade patogénica da mutacdo P152A através do
programa PolyPhen-2, o mesmo classifica a muta¢do como “provavelmente patogenica”, com

um score de 0,983.

Ao comparar a severidade dos dois fenotipos, verifica-se que a filha apresenta um
fenotipo bastante mais severo e incapacitante, comparativamente ao seu pai. Por outro lado, a
premissa necessaria, para que seja possivel classificar as mutagdes no gene MECP2 com base
nos métodos A e B, baseia-se no facto de o fen6tipo masculino ser sempre mais severo, para
uma determinada mutacéo, quando comparado com o fenétipo feminino (35,104). Tendo isto

em conta, verifica-se que os métodos A e B ndo conseguem classificar a mutacdo P152A e os
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seus respetivos fenotipos, uma vez que ndo conseguem prever e contextualizar os quadros

clinicos associados a mutagdo em estudo.

Né&o é claro o motivo pelo qual a mutacdo P152A origina um fendtipo mais severo no
sexo feminino quando comparado com o sexo masculino. No sentido de explicar o sucedido, o
estudo que descreve estes dois casos analisou outros genes, com capacidade para originar
fenotipos semelhantes aos encontrados. No entanto, ndo foram identificadas quaisquer
mutacdes nesses mesmos genes. A confirmacéo da inexisténcia de mosaicismo para a mutacao,
através de uma amostra de sangue, ndo é irrefutavel, uma vez que ndo esté excluida a hipétese
de existir mosaicismo somatico para a mutagdo no cérebro do pai. Esta hip6tese poderia explicar
o fendtipo menos severo encontrado no sexo masculino. Existem outros fatores que poderiam
explicar a existéncia de um fenétipo feminino mais severo para esta mutacdo. O facto de a mae
ter um historial de abuso de substéncias e problemas cognitivos podera indicar a exposicao a
substancias nocivas durante a gravidez ou a transmissdo de possiveis genes deletérios da mae.
A eficécia da terapéutica farmacologica e a exposicdo a diversos fatores ambientais sdo outros

fatores que poderiam explicar o quadro clinico severo encontrado no sexo feminino (35,104).

Na auséncia de dados adicionais que expliquem os fenotipos apresentados, e tendo em
conta as informac6es disponibilizadas, pode-se concluir que os métodos de classificacdo A e B
sdo ineficazes ao tentar classificar a mutacdo P152A (35,104). O Quadro 3.21 e 0 Quadro 3.22
ilustram a ineficacia dos métodos A e B, respetivamente, considerando a sua capacidade para
prever e contextualizar os fen6tipos criados pela mutacdo P152A.

Quadro 3.21 - Classificacdo dos fenotipos com a mutacdo p.P152A, atraves do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES

METODO CATEGORIA

O método A é ineficaz na categorizacdo dos fenotipos
identificados. O fendtipo que surge no sexo feminino
apresenta um quadro clinico mais severo quando comparado
com o quadro clinico que surge no sexo masculino (104).

A Ineficaz

3.2.10.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutagdo p.P152A segundo o método de

classificacdo B (Quadro 3.22), sendo esta ineficaz.
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Quadro 3.22 - Classificacdo da mutacdo p.P152A, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES
. AVALIACAO
METODO | CATEGORIA METODO

O método B é ineficaz na categorizacdo desta
Ineficaz mutacdo. O fenotipo que surge no sexo feminino
B Ineficaz 0 apresenta um quadro clinico mais severo quando
("' ) comparado ao quadro clinico que surge no sexo

masculino (104).

3.2.11 p.F1571 (c.469 T -»A)

A mutacdo F1571 é apenas mencionada num caso isolado na RettBase (62,105). Este
caso corresponde a um rapaz com apenas 25 meses de vida, sem antecedentes familiares, com
sintomatologia associada a RTT. A mae desta crianga experienciou, na altura do estudo, trés
abortos espontaneos. Esta crianca apresentou, numa fase muito precoce da sua vida, durante o
periodo neonatal, um quadro clinico com sintomatologia associada (105). O quadro clinico
desta crianca aos 25 meses de idade era caracterizado por: atraso no desenvolvimento,
desaceleracdo no crescimento do perimetro cefalico, insuficiéncia respiratoria, microcefalia,
EEG anormal, hipotonia axial, rigidez muscular nos membros, distirbios motores severos com

movimentos coreiformes proeminentes e espasmos musculares repentinos (105).

Ao refletir sobre os critérios de classificacdo dos métodos A e B, verifica-se que se torna
impossivel classificar a mutagdo F1571 (7,35,105). O Quadro 3.23 e 0 Quadro 3.24 ilustram a
classificacdo inconcludente dos métodos A e B, respetivamente. Esta classificagdo deve-se: a)
ndo existir nenhum caso feminino identificado com esta mutacéo, que possa comprovar que a
mutacdo origina quadros assintomaticos ou outros tipos de quadros clinicos com sintomatologia
associada; b) existéncia de apenas um caso masculino identificado com a mutagdo F1571 com
poucos meses de vida, o que torna impossivel prever a evolugdo do seu quadro clinico. Muitos
sintomas tipicos da RTT e de mutacGes no gene MECP2 surgem apenas ap6s alguns anos de
vida. Deste modo, ao considerar a possibilidade do surgimento de novos sintomas, torna-se

impossivel avaliar a severidade do fenotipo criado pela mutagédo F1571 (7,35,105).
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Quadro 3.23 - Classificacao do fen6tipo com a mutacéo p.F1571, atraves do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

METODO | CATEGORIA

OBSERVACOES

A Inconclusivo

Revela-se impossivel realizar uma classificacdo para esta
mutacdo considerando os fenotipos identificados. O facto de
existir apenas um fendtipo masculino com poucos meses de
vida, e o facto de ndo existirem casos femininos identificados
com esta mutacgdo, impossibilitam a analise da severidade dos
fenotipos criados pela mutagdo em estudo (7,35,105).

3.2.11.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.F1571 segundo o método de

classificacdo B, sendo esta classificacdo inconclusiva (Quadro 3.24).

Quadro 3.24 - Classificacdo da mutacédo p.F1571, atraves do método B — O método B
pretende classificar as mutacfes no gene MECP2 segundo os fenotipos apresentados nos dois
sexos. A avaliagdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenétipos apresentados pela mutacdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO _
OBSERVACOES
. AVALIACAO
METODO | CATEGORIA METODO

Revela-se impossivel realizar uma classificacéo
para esta mutacdo considerando os fendtipos
identificados. O facto de existir apenas um

B Inconclusivo N/A fenotipo masculino com poucos meses de vida,

e o facto de ndo existirem casos femininos
identificados com esta mutagdo, impossibilitam
a andlise da severidade dos fenétipos criados
pela mutacdo em estudo (7,35,105).
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3.2.12 p.T158M (c.473 C -»T)

A RettBase documenta cinco artigos cientificos que referem sete casos masculinos com
um fenotipo associado a presenca da mutacdo T158M (62,83,106-109). Existe outro estudo,
que ndo e referido na RettBase, de um caso masculino com esta mutacdo (110). Ao analisar o
conjunto dos feno6tipos masculinos descritos, pode-se dividir estes oito quadros clinicos em dois
grupos bem definidos, considerando as suas semelhangas (83,106—110).

O primeiro grupo inclui rapazes com um cariotipo normal (46, XY) e sem qualquer tipo
de mosaicismo celular para a mutacdo. Estes apresentam um quadro sintomatoldgico com
sintomas bastante severos e incapacitantes numa fase muito precoce da vida. Estes sintomas,
tipicos de quadros de RTT, originam um quadro incompativel com a vida, e potenciam uma
morte prematura com poucos anos de idade (106,109,110). Por outro lado, o segundo grupo
inclui rapazes que apresentam SK ou mosaicismo celular para a mutagdo T158M. Neste
segundo grupo fazem parte os restantes trés rapazes. Estes apresentam um quadro de RTT de
severidade moderada, e ao analisar os trés quadros clinicos, 0s mesmos cumprem 0s critérios
necessarios para o diagnéstico de RTT, com uma evolucgdo clinica tipica da patologia. Ao
contrario do primeiro grupo de fendtipos, estes trés fenoétipos apresentam um conjunto de
sintomas de severidade moderada, compativeis com a vida. Isto deve-se a presenca de fatores
modificadores da severidade dos fenotipos, como a SK ou 0 mosaicismo celular para a mutagéao
(61,83,107).

O primeiro grupo de fen6tipos masculinos com a mutacdo T158M € composto por cinco
casos: um caso isolado e dois pares de irmaos com quadros clinicos idénticos. Néo foi possivel
confirmar a presenca da mutacdo T158M num dos irméos, no entanto, admite-se a presenca da
mesma, pois confirmou-se a presenca da mutacdo na mae assintomatica e no seu irmao, sendo
que este ultimo apresentava um quadro clinico idéntico (106). Existem caracteristicas
transversais a todos estes feno6tipos do primeiro grupo. O primeiro aspeto comum € a morte
prematura nestas cinco criancas, nomeadamente, a0s nove meses, onze meses, catorze meses,
vinte meses e trés anos e um més, respetivamente. O prognostico grave e a evolugéo
deteriorante do quadro clinico potenciou a morte dos cinco casos devido a complicacOes de

infecBes respiratdrias, episodios graves de apneia, desnutri¢do ou septicemia (106,109,110).

A segunda caracteristica comum neste primeiro grupo de fendtipos séo os distarbios
respiratérios. As cinco criangas apresentavam ataques graves de apneia ou infecdes

respiratdrias recorrentes, o que comprometia a sua funcdo respiratéria. Trés destas criancas
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faleceram devido a uma complicacdo de um episodio de apneia, e outra devido a uma
complicagdo de uma infecéo respiratdria. Outro trago comum nestas criancas € o atraso no seu
desenvolvimento. E possivel verificar esta caracteristica através da desaceleracio do
crescimento cefalico, da pouca interacdo social e da incapacidade da crianca de se sentar ou de
gatinhar. Em alguns casos foi possivel verificar um periodo de regressdo, com a perda de
capacidades motoras previamente adquiridas. O tdnus muscular anormal e a presenca de
hipotonia ou rigidez muscular em diversas partes do corpo € um sintoma transversal nestas
cinco criancas. Em quase todos os fendtipos, as contragdes involuntarias dos musculos estavam
presentes (106,109,110).

Foi possivel identificar, em trés destes cinco fendtipos do primeiro grupo, disturbios
severos na alimentacdo, sendo necessario a implementacdo prolongada da alimentacdo via
sonda. Mesmo apds a implementacdo desta Ultima técnica, foi relatada perda de peso extrema
e desnutricdo. InfegBes recorrentes do trato urindrio e respiratorio foi outro traco
sintomatologico presente em dois irmaos deste primeiro grupo de fendétipos. Estas infecbes
potenciaram o falecimento das criancas, uma devido a complicaces de uma infecédo
respiratdria, e outra devido a uma septicemia. Outros sintomas visiveis em alguns destes casos
foram espasticidade nos membros, atrofia cerebral, escoliose, movimentos coreiformes, apatia
sem reacdo a estimulos externos e opistétono (costas arqueadas e cabeca inclinada para tras,

devido a contracdo dos musculos do tronco e pescoco) (106,109,110).

Neste primeiro grupo de fenotipos identificados é possivel observar o prognostico
clinico para a mutacdo T158M no sexo masculino, sendo que, neste grupo, nao estdo presentes
fatores modeladores da severidade dos quadros clinicos, tais como a SK ou 0 mosaicismo
celular para a mutacéo. Pode-se assim concluir, com base na analise dos cinco fendétipos, que
0s casos masculinos com a mutagdo T158M, com um cariétipo normal 46, XY, e sem qualquer
mosaicismo celular para a mutacdo, apresentam um prognostico precocemente deteriorante,
com sintomas extremamente severos e incapacitantes, tipicos da RTT, nos primeiros meses de
vida. Estes sintomas, devido a sua severidade, sdo incompativeis com a vida, o que origina uma
morte prematura nos primeiros meses de vida. Tendo em conta os critérios mencionados pelo
método de classificacdo A, este primeiro grupo de fenotipos pode ser classificado segundo a
categoria Al (35,106,109,110). O Quadro 3.25 ilustra esta classificacéo realizada pelo método
A.
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Quadro 3.25 - Classificacdo do primeiro grupo de fendtipos masculinos com a mutacéo
.T158M, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES

METODO CATEGORIA

Os fendtipos cumprem todos os critérios da categoria Al (35).
Nos cinco fendtipos masculinos descritos com esta mutagéo,
existe um quadro clinico severo, com problemas respiratérios
graves. A esperan¢a média de vida para estes casos € inferior a
dois anos de idade, devido a gravidade dos sintomas, que se
A Al apresentam como incompativeis com a vida. Estes cinco

fenotipos masculinos classificados ndo apresentam quaisquer
fatores modeladores da severidade dos quadros clinicos, como
a SK ou 0 mosaicismo para a mutacdo (106,109,110). Por sua
vez, no sexo feminino, existe, em condi¢cbes normais e
niveladas da XCI, um quadro sintomatolégico tipico da RTT
(106,109-111).

Por outro lado, o segundo grupo inclui trés rapazes, com 9, 11 e 13 anos de idade,
respetivamente. Estes apresentam um quadro de RTT de severidade moderada, e cumprem 0s
critérios de diagnéstico necessarios para a patologia (7,83,107,108). Os quadros clinicos deste
segundo grupo sao caracterizados pelos sintomas tipicos da RTT: hipotonia, distonia, espasmos
musculares, distarbios respiratorios, convulsdes, sintomatologia associada a Perturbacdo do
Espectro do Autismo, movimentos estereotipados nas méos, perda de capacidades previamente
adquiridas, como a capacidade de comunicar, de locomocéo e a capacidade motora das maos
(83,107,108). Ao analisar os trés quadros clinicos, 0s mesmos cumprem 0s critérios necessarios
para o diagnostico de RTT. Tendo em conta os critérios mencionados pelo método de
classificacdo A, este segundo grupo de fendtipos pode ser classificado segundo a categoria A2
(7,35,83,107,108). O Quadro 3.26 ilustra esta classificacdo realizada pelo método A.

Ao analisar-se a mutacdo T158M no sexo feminino, verifica-se que esta € a mutacao
missense mais recorrente no gene MECP2 (Figura 1.14) (20,111). No entanto esta mutacao
origina fendtipos muito diversificados no sexo feminino, em grande parte devido ao
enviesamento da XCI (62,109). A titulo de exemplo, nos artigos presentes na RettBase que
documentam os casos masculinos aqui expostos com a mutacdo T158M, estdo relatados
diversos familiares do sexo feminino que apresentam esta mutagdo. Existem familiares do sexo
feminino com o diagnéstico de RTT e outros casos que sdo assintomaticos e perfeitamente
saudaveis (106,109,110). As que se apresentam com o diagnéstico de RTT possuem uma XClI
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aleatoria (106,110). Por sua vez, as que se apresentam assintomaéticas, sdo portadoras da
mutac&o, perfeitamente saudaveis, com uma XCI enviesada, existindo por isso, uma inativagéo
favoravel do cromossoma X mutado (109,110). E possivel confirmar estes resultados na base
de dados RettBase (62).

Quadro 3.26 - Classificacdo do segundo grupo de fendtipos masculinos com a mutacao
.T158M, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES

METODO CATEGORIA

Os fendtipos cumprem todos os critérios da categoria A2 (35).
Os trés fenotipos masculinos descritos com a mutagdo, e que
A A2 apresentam SK ou mosaicismo celular para a mutagéo,
apresentam um quadro clinico idéntico ao encontrado no sexo
feminino (83,106-111).

3.2.12.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

Ao refletir sobre 0 método de classificacdo B e sobre o0s seus critérios, a mutagdo T158M
enquadra-se na categoria B4. Para a realizacdo desta categorizacgdo € analisada a severidade dos
cinco fendtipos pertencentes ao primeiro grupo, uma vez que ilustram o auténtico quadro clinico
da mutacdo, devido a inexisténcia da SK e de mosaicismo para a mutacdo (106,109,110). Estes
dois ultimos fatores anteriormente referidos camuflam a patogenicidade da mutacdo no sexo
masculino, pois promovem uma “dilui¢do” da expressdao do cromossoma X mutado através da
expressao de cromossomas X ndo mutado (20,21,28,35). O Quadro 3.27 ilustra a classificacdo

da mutacgdo p.T158M segundo o método B.
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Quadro 3.27 - Classificagdo da mutacdo p.T158M, atraves do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

Os fendtipos cumprem todos os critérios da categoria
B4. Os cinco fendtipos masculinos, pertencentes ao
primeiro grupo, séo de quadros clinicos com sintomas
de RTT extremamente severos e incapacitantes. Estes
Eficaz | surgem numa fase muito precoce na vida da crianga e
B B4 demonstram ser incompativeis com a vida. Por esta

(+1) razdo, existe uma morte prematura com poucos meses
de idade (106,109,110). Por sua vez, os quadros
clinicos encontrados no sexo feminino, em condicGes
normais e niveladas da XCI, sdo quadros de RTT de
severidade moderada (106,109-111).

3.2.13 p.T160S (c.479 C -»G)

A mutacdo T160S foi identificada num caso isolado masculino durante um estudo que
incidiu sobre uma coorte de rapazes com sintomatologia associada ao Espectro da Perturbacéao
do Autismo (62,112). O quadro clinico deste caso, de 12 anos de idade, ndo relata quaisquer
sinais de atraso mental, ou quaisquer atrasos ou perturbacfes nas fungbes motoras. Este
alcancou 33 pontos na Escala de Pontuacdo para Autismo Infantil (CARS), o que equivale aum
quadro de Autismo de severidade moderada (112). Esta mutagdo nédo foi identificada em mais
nenhum caso masculino, e no sexo feminino ndo se encontrou nenhum relato descrito de

raparigas com a mutacdo T160S (62,112).

O estudo que descreve o caso portador da mutagdo T160S, relata uma gravidez e parto
normal, e indica que o rapaz comecgou a falar aos 18 meses. Aos dois anos de idade iniciou um
programa de educacdo especial, e a aquisicdo de novas palavras foi lenta, possuindo a
capacidade de falar apenas 20 palavras aos quatro anos de idade. O rapaz revelou notérios
problemas de socializacdo e a presenca de movimentos repetitivos, principalmente no

movimento das maos a balancear (112). Estes movimentos séo tipicos de criangas com autismo,
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e é uma forma de ajudar as mesmas a controlar os estimulos excessivos devido a momentos de
alegria ou ansiedade (113). Aos oito anos de idade ja conseguia ler e nos anos posteriores

revelou ligeiras melhorias na sua capacidade de socializagéo (112).

Sucintamente, este caso masculino apresenta notorios problemas de socializacéo,
movimentos repetitivos nas médos (balancear) sem comprometer a sua capacidade motora, e
alguma dificuldade em comunicar verbalmente. Todos estes sintomas sdo tipicos da
Perturbacdo do Espectro de Autismo (112,113). Ao comparar o quadro clinico deste rapaz com
0s sintomas tipicos da RTT, verifica-se que o caso portador da mutacdo T160S ndo apresenta
um fendtipo de RTT. Este apresenta um quadro bastante menos severo, com alguma
sintomatologia associada a Perturbacdo do Espectro de Autismo, que por sua vez, também esta
presente em quadros de RTT, em associacdo com outros sintomas (7,112,113). Assim, pode-se
considerar o fen6tipo da mutacdo T160S no sexo masculino como um quadro clinico com
sintomas pouco severos, tipicos da RTT. Nao é referido no artigo que descreve o caso masculino
portador da mutacdo qualquer estudo realizado sobre o rapaz no sentido de averiguar a presenca
de mosaicismo celular para a mutacdo ou a presenca de SK. Estes dois ultimos fenémenos
poderiam explicar 0 quadro menos severo encontrado neste rapaz com a mutagdo T160S, uma
vez que sdo fatores modeladores da severidade dos fen6tipos (35,112). Ao analisar a capacidade
patogénica da mutacdo através do programa PolyPhen-2, verifica-se que este classifica a

mutacdo T160S como “provavelmente patogénica”, com um score de 0,983.

Ao analisar os critérios de classificacdo do método A, verifica-se que o fendtipo
apresentado pelo individuo do sexo masculino portador desta mutacéo nao esta englobado pelo
método. O fen6tipo masculino menos severo que o método A refere é o de atraso mental ligeiro.
No entanto, o caso portador da mutacdo T160S ndo apresenta sinais de atraso mental, mas sim
de autismo. Por esta razéo conclui-se que o método de classificacdo A é ineficaz na classificagdo
do fenotipo criado pela mutacdo (7,35,112). O Quadro 3.28 ilustra esta classificacdo ineficaz

realizada pelo método A.
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Quadro 3.28 - Classificacao do fendtipo com a mutacdo p.T160S, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO CATEGORIA

O fenotipo ndo esta englobado nos critérios de classificacao do
método A. O fendtipo masculino menos severo englobado pelo
A Ineficaz | método A é o de atraso mental ligeiro. O caso portador da
mutacdo T160S ndo apresenta sinais de atraso mental, mas sim
de autismo (35,112).

3.2.13.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

Ao analisar os critérios de classificacdo do método B e a severidade do fendtipo
apresentado pelo individuo do sexo masculino, conclui-se que a mutacdo T160S pode ser
classificada com a categoria B2. Isto porque o fendtipo masculino é de um quadro clinico com
sintomas pouco severos, tipicos da RTT. Para a realizagdo desta categorizacdo considerou-se a
inexisténcia, no unico caso masculino identificado com a mutacdo T160S, de qualquer fator
modelador da severidade de fendtipos, como a SK ou o mosaicismo celular para a mutacédo
(7,35,112). Por sua vez, tal como os critérios da categoria B2 referem, ndo se identificaram
casos documentados para 0 sexo feminino com a mutacdo T160S (62,112). O Quadro 3.29
ilustra a classificacdo realizada pelo método de classificacdo B.

Quadro 3.29 - Classificacdo da mutacdo p.T160S, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois

sexos. A avaliacdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fen6tipos apresentados pela mutacdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES
. AVALIACAO
METODO | CATEGORIA METODO
Os fenotipos cumprem todos os critérios da
. categoria B2. Para a muta¢do T160S, o fendtipo
B B2 Eficaz | masculino é de um quadro de autismo, com
(_,_1) sintomas pouco severos, enquanto no Sexo
feminino, ndo se encontram casos relatados com
esta mutacéo (62,112).
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Ao analisar-se os dois métodos de classificacdo para esta mutacdo, verifica-se que o
método B foi eficaz no estabelecimento de uma correlagdo gendtipo/fendtipo, enquanto o
método A revelou-se ineficaz. Isto revela que o método B prevé melhor a grande diversidade
dos fendtipos criados pelas mutacbes no gene MECP2. Isto permite ao método B uma
classificacdo mais abrangente, de forma a responder a diversidade sintomatoldgica criada por
estas mesmas mutacoes (7,35,62,112).

3.3 Mutacgbes no dominio ID
3.3.1 p.R167W (c.499 C -»T)

A RettBase menciona uma familia onde séo identificados quatro casos masculinos com
um quadro de atraso mental. O estudo que descreve esta familia apenas confirmou a presenca
da mutacdo R167W num destes individuos. Os autores, no entanto, concluiram que os restantes
trés casos masculinos presentes nesta familia, por apresentarem um quadro clinico idéntico ao
primeiro, apresentavam também a mutacdo R167W. Todos eles foram diagnosticados com
XLMR (61,62).

Estes quatro individuos, com idades compreendidas entre os 25 e 50 anos de idade,
apresentavam um quadro de atraso mental moderado, com valores de quociente de inteligéncia
entre 0s 50 e 70. Todos possuiam uma pobre comunicacgdo verbal e ndo-verbal. Para além do
quadro de atraso mental, trés destes quatro casos masculinos apresentavam tremores em
repouso, e trés deles apresentavam obesidade. Nenhum deles apresentava sintomatologia
associada a perturbacdo do espectro de autismo, nem qualquer outro sintoma clinico. Também
ndo houve evidéncia de um historial de regressao clinica apds um desenvolvimento normal

nestes casos masculinos (61).

Ao considerar a presenca da mutacdo R167W nestes quatro casos familiares masculinos,
conclui-se que nesta familia existem quatro portadoras obrigatorias para esta mutacdo do sexo
feminino. O estudo refere que foi confirmada a presenga da mutagdo R167W numa destas
qguatro mulheres. Ao analisar o0s seus quadros clinicos, as portadoras obrigatorias,
apresentavam-se todas saudaveis, com uma inteligéncia normal. Apenas dois destes quatro
casos femininos apresentavam ligeiros tremores em repouso, um sintoma comum nos casos
masculinos, embora nestes dois casos femininos com uma relevancia e severidade bastante
reduzida (61).
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Ao refletir sobre os fendtipos identificados com a mutagdo R167W, é possivel realizar
uma correlagdo genotipo/fen6tipo com base nos critérios de classificacdo dos métodos A e B.
Relativamente ao método A, os fenotipos descritos cumprem os critérios referentes a categoria
A3, que menciona quadros de atraso mental no sexo masculino e quadros assintomaticos ou
quadros com sintomas pouco significativos no sexo feminino (35,61). O Quadro 3.30 ilustra a
classificacdo realizada pelo método A aos fendtipos identificados com a mutacdo R167W.

Quadro 3.30 - Classifica¢ao dos fenotipos com a mutacdo p.R167W, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

Os fenotipos cumprem todos os critérios da categoria A3. No
A A3 sexo masculino existe um quadro de atraso mental. Por outro
lado, no sexo feminino existe um quadro assintomatico (35,61).

3.3.1.1 Classificacao e avaliacdo do método B

Segundo os critérios de classificacdo do método B, esta mutagdo cumpre os critérios
referentes a categoria B2. A categoria B2 refere quadros de XLMR no sexo masculino e quadros
assintomaticos para os casos femininos (35,61). O Quadro 3.31 ilustra a classificacdo realizada
pelo método B a mutacdo R167W.

Quadro 3.31 - Classificacdo da mutacédo p.R167W, através do método B — O método B
pretende classificar as mutacfes no gene MECP2 segundo os fenotipos apresentados nos dois

sexos. A avaliagdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fendtipos apresentados pela mutacdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES
. AVALIACAO
METODO CATEGORIA METODO
Os fen6tipos cumprem todos os critérios para a
B B2 EFICAZ | categoria B2. No sexo masculino existe um
(+1) fendtipo de XLMR, enquanto no sexo feminino
existe um fendtipo assintomatico (35,61).
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3.3.2 p.P172S (c.514 C -»T)

A mutagdo P172S foi identificada num rapaz brasileiro de cinco anos de idade com um
quadro de atraso mental e um quadro associado a perturbacdo do espectro de autismo. A mae
deste rapaz era portadora assintomatica da mutacdo. Na literatura cientifica ndo é mencionado
nenhum outro caso identificado com esta mutacdo missense no gene MECP2. Existem, por isso,
apenas dois fend6tipos identificados com a mutagéo P172S (62,114).

E importante realcar que esta mutagdo ocorre num aminoécido ndo conservado da
proteina MeCP2, e que ndo se identificaram estudos que comprovam a patogenicidade da
mutacdo e o seu efeito na proteina (114). No entanto, o programa PolyPhen-2 classifica a
mutacdo P172S como “possivelmente patogénica”, com um score de 0,941. Esta mutacédo
origina, nos dois sexos, dois fenotipos que se correlacionam com o que seria expectavel para as
mutacBes patogénicas no gene MECP2, uma vez que origina um fené6tipo XLMR no sexo
masculino e um fendtipo assintomatico no sexo feminino. Estes sdo os fendtipos expectaveis
segundo os critérios de classificacdo dos métodos A e B, que pretendem categorizar os fendtipos
criados por mutacdes patogénicas no gene MECP2 (35,114). De forma a suportar a hipotese de
que a mutacdo P172S se apresenta como a causa para o fenétipo encontrado no rapaz brasileiro
de cinco anos, o estudo que descreve este caso descartou, através de analises moleculares, a
presenca da sindrome de X fragil, uma causa bem conhecida e bastante comum de atraso mental
(114).

Deste modo, ao considerar como causa para o fenotipo encontrado na crianga a mutagédo
P172S, é possivel classificar estes dois fendtipos identificados, e a respetiva mutacao, atraves
dos métodos de classificacdo A e B, respetivamente. Estas classificacdes estdo ilustradas no
Quadro 3.32 e no Quadro 3.33, respetivamente.

Quadro 3.32 - Classifica¢ao dos fenotipos com a mutacgdo p.P172S, através do método A
CORRELAGCAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVA(}C)ES

METODO CATEGORIA

Os fendtipos cumprem todos os critérios da categoria A3.
A A3 No sexo masculino exi_stt_e um quadro de atraso mental. F_’or

outro lado, no sexo feminino existe um quadro assintomatico
(35,114).
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3.3.2.1 Classificacado e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.P172S segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.33), sendo esta mutacdo classificada como pertencendo a categoria
B2.

Quadro 3.33 - Classificagdo da mutacdo p.P172S, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES
- AVALIAGAO
METODO | CATEGORIA METODO
Os fenotipos cumprem todos os critérios para a
B B2 EFICAZ | categoria B2. No sexo masculino existe um
(+1) fendtipo de XLMR, enquanto no sexo feminino
existe um fendtipo assintomatico (35,114).

3.3.3 p.P176R (c.527 C -»G)

A Rettbase faz mencdo a um estudo que identificou, numa coorte de individuos
japoneses, uma rapariga com um diagndéstico de RTT. Esta era portadora da mutacdo P176R. O
pai desta rapariga era também portador da mesma mutacdo, mas apresentava-se assintomatico
e saudavel. Por esta razdo, o estudo concluiu que a mutacdo P176R ndo seria patogénica, por

originar um fendtipo assintomatico no caso masculino (62,65).

A rapariga portadora da mutacdo foi sujeita a uma analise molecular no gene MECP2,
ndo sendo encontrada nenhuma outra mutagdo no gene com capacidade para originar um
fenotipo de RTT (65). Poderd, no entanto, existir outros fatores, ndo avaliados no estudo, com
capacidade para produzir o fenétipo de RTT. Exemplos destes fatores sdo a existéncia de
mutacdes no gene FOXG1 ou no gene CDKL5. Ndo se identificou, na literatura cientifica, mais
nenhum caso descrito com a mutacdo P176R. (7,21,22,62,65).

Como o estudo evidenciou uma probabilidade elevada da mutacdo P176R ndo ser
patogénica, se este facto se confirmar, a mutacdo ndo se apresenta como a causa para o fenotipo

de RTT apresentado no caso feminino. Por isso, e em conformidade com o descrito na
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metodologia do presente estudo, procedeu-se a avaliagdo do potencial patogénico da mutacdo
P176R com recurso do programa PolyPhen-2. O programa PolyPhen-2 classifica a mutacéo
P176R como “provavelmente patogénica”, com um score de 0,969 (65). Por esta razdo, e em
conformidade com a metodologia indicada no ponto 2.5, rejeita-se a hipotese da mutacao ser
ndo patogénica, prosseguindo-se assim com a classificacdo, atraveés dos métodos A e B, dos
fendtipos e da mutagdo, com base nos quadros clinicos identificados.

Deste modo, ndo existindo dados adicionais, e a semelhanca do que foi feito com as
mutacBes anteriores, ao realizar, apenas com base nos dados disponiveis no artigo, uma
classificacdo de forma indiscriminada aos fenotipos identificados e a respetiva mutacao, fica
Obvia a ineficacia de ambos os métodos de classificacdo A e B. Ao considerar a presenca
simultanea da mutacdo P176R e do fendtipo de RTT no caso feminino, e a presenca no caso
masculino do fenotipo assintomaético, torna-se claro que o fendtipo encontrado no sexo
feminino é mais severo quando comparado com o masculino. Isto contradiz a premissa basilar
dos critérios de classificacdo dos métodos A e B, sendo por isso ambos ineficazes na
classificacdo da mutacéo e dos fendtipos identificados (35,65). No entanto, de forma a manter
a uniformidade e coeréncia no método de classificacdo, e a semelhanca do que foi realizado
com as mutacdes anteriores, procedeu-se a classificacdo da mutacdo P176R, e dos seus
fenotipos, com base nos critérios dos métodos de classificacdo A e B, e com base nas
informacdes disponibilizadas no estudo que descreve esta mutacédo (35,65). O Quadro 3.34e 0
Quadro 3.35 ilustram a ineficacia na classificacdo da mutacdo P166R, e dos seus respetivos

fendtipos, atraves dos métodos de classificagdo A e B.

Quadro 3.34 - Classificacdo dos feno6tipos com a mutacdo p.P176R através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVAC}GES
METODO CATEGORIA

O método A ¢ ineficaz na categorizagdo desta mutacdo. O
fendtipo encontrado no sexo feminino é mais severo quando
comparado com o masculino. Isto contradiz a premissa basilar
A Ineficaz | dos critérios de classificacdo do método A. No entanto, é
importante realcar que a probabilidade de a mutagdo P176R ser
ndo patogénica é bastante elevada, o que pode explicar a
ineficacia do método (35,65).
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3.3.3.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificagdo da mutacdo p.P176R segundo o método de

classificacdo B (Quadro 3.35), sendo esta classificacdo ineficaz.

Quadro 3.35 - Classificacdo da mutacdo p.P176R, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagcdes no gene MECP2 segundo os fendtipos apresenteados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

- OBSERVACOES
AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B é ineficaz na categorizacdo desta
mutacdo. O fenotipo encontrado no sexo
feminino é mais severo quando comparado com
_ Ineficaz |° mas_culi_no. Isto cont_radiz a premissa basilar
B Ineficaz dos critérios de classificagdo do método B. No
(+0) entanto, € importante realgar que a probabilidade
de a mutacdo P176R ser ndo patogénica €
bastante elevada, o que pode explicar a ineficacia
do método (35,65).

3.3.4 p.A181V (c.542 C -»T)

A mutagdo A181V é referida na RettBase num caso isolado. Esta referéncia € realizada
num estudo que identificou um rapaz com uma perturbacéo do espectro de autismo e um ligeiro
atraso mental, com um valor de quociente de inteligéncia de 75 (62,115). O estudo néo
identifica nenhum sintoma adicional e refere que o diagnostico da perturbacéo do espectro de
autismo foi realizado através do Programa de Observagdo Diagndstica do Autismo (ADOS).
Os pais deste individuo apresentam-se assintomaticos e ndo foram efetuados testes geneticos

de pesquisa para a mutagéo (115).

O estudo refere ainda que podera ndo existir uma relacao causal entre a mutagdo A181V
e o fendtipo encontrado. Isto porque, ndo se conhece o efeito desta mutacdo na estrutura da
proteina MeCP2, podendo existir a possibilidade de ndo interferir na sua funcdo (115). Ao
analisar o impacto desta mutac&o na proteina MeCP2, o programa PolyPhen-2 classificou esta
mutacdo como “benigna”, com um score de 0,435. Nao se encontrou na literatura cientifica

mais nenhum caso identificado com a presente mutacao.
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Né&o existindo dados adicionais, e em concordancia com o descrito no ponto 2.5, foi
realizado, & semelhanca do que foi feito com as mutagdes anteriores e apenas com base nos
dados disponiveis no artigo cientifico, uma classificacdo através dos métodos A e B (35,115).
Como néo se identificaram mais casos com esta mutacdo no sexo feminino, depreende-se que
esta origine quadros assintomaticos nas raparigas. Por outro lado, no sexo masculino origina
um fendtipo de atraso mental ligeiro associado a sintomatologia da perturbacdo do espectro de
autismo (115). Com base nestes dados, 0 Quadro 3.36 e 0 Quadro 3.37 ilustram a classificacdo

efetuada pelo método de classificacdo A e B, respetivamente.

Quadro 3.36 - Classificacdo do feno6tipo com a mutacéo p.A181V, atraves do método A

CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES

METODO CATEGORIA

Os fenotipos cumprem todos os critérios da categoria A3 (35).
No sexo masculino existe um quadro de atraso mental e de
A A3 autismo. Por outro lado, no sexo feminino, como ndo se
identificaram casos, depreende-se um quadro assintomatico
(115).

3.3.4.1 Classificacao e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.A181V segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.37), sendo esta mutacdo classificada como pertencendo a categoria
B2.

Quadro 3.37 - Classificacdo da mutacdo p.Al181V, através do método B — O método B
pretende classificar as mutacfes no gene MECP2 segundo os fenotipos apresentados nos dois
sexos. A avaliagdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

Os fendtipos cumprem todos os critérios para a
fi categoria B2 (35). No sexo masculino existe um
Eficaz 2. s -
fenotipo de XLMR associado a perturbacdo do
("' 1) espectro de autismo. No sexo feminino, por outro
lado, néo se identificou nenhum caso (115).

B B2
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3.3.5 p.T196S (c.587 C -»G)

A RettBase refere um estudo que identifica a mutagdo T196S em diversos casos
masculinos, comprovando, através destes, que a mutacdo T196S se apresenta como néo
patogénica (62,64). Este estudo analisou possiveis mutacdes no gene MECP2 numa coorte de
475 rapazes com um quadro de atraso mental. Foi descartada, através de analises moleculares,
a presenca da sindrome de X fréagil na coorte, uma causa bem conhecida e comum de atraso
mental (64).

Desta analise resultou, primeiramente, uma identificacdo da mutacdo T196S em trés
rapazes, com um quadro de atraso mental e sem quaisquer ligacGes familiares entre eles.
Posteriormente, 0 estudo analisou a presenca da mutacdo T196S nos familiares destes trés
rapazes. Desta andlise concluiu-se que as mdes destes trés individuos eram portadoras
assintométicas da mutagdo. Concluiu-se ainda que esta mutacdo estava presente em dois
familiares do sexo masculino que se apresentavam assintomaticos e perfeitamente saudaveis.
Estes dois familiares eram, nomeadamente, um avd e um tio materno de dois dos rapazes com

atraso mental (64).

Adicionalmente, o estudo identificou a mutacdo T196S noutro caso masculino saudavel,
mais precisamente num individuo que fazia parte do grupo controlo do estudo, o que apoiou a
hip6tese de que esta mutacdo ser um polimorfismo genético raro e ndo patogénico. O grupo
controlo era composto por 150 individuos do sexo masculino. Deste modo, os autores
identificaram a mutacdo T196S em seis rapazes, sendo que metade se apresentavam
assintomaticos (64). Ao usar o programa PolyPhen-2 para analisar a capacidade patogénica da
mutacdo, 0 mesmo classificou a mutacdo T196S como “benigna”, com um score de 0,010.
Deste modo, conclui-se que a mutacéo ndo é patogénica, ndo apresentando, por isso, capacidade
para originar quadros clinicos com sintomatologia associada (64). Esta concluséo esta de acordo

com a metodologia indicada no ponto 2.5 do presente trabalho.

Ao prosseguir com a classificacao dos fenotipos identificados, verifica-se que 0 método
A ndo prevé a classificacdo de mutacOes benignas. Isto porque, segundo os critérios de
classificacdo do método A, estes preveem apenas mutagcbes com capacidade para originar
quadros clinicos com sintomatologia associada (35,64). O Quadro 3.38 ilustra a exclusédo da

mutacdo T196S por parte dos critérios de classificacdo do método A.
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Quadro 3.38 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.T196S, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACC)ES
METODO | CATEGORIA

O metodo A ndo contempla a classificacdo de fendtipos
portadores de mutagdes ndo patogénicas. Este método sé tem em
conta fenotipos com sintomatologia associada. Deste modo,
mutacfes que originam quadros assintomaticos ndo se
enguadram neste método (35).

Apesar de os trés fenotipos com atraso mental, identificados no
A N / A artigo exposto a_ci_ma, poderem ser classfificado_s coma categoria

A3, esta classificacdo deve-se considerar invalida, por se
considerar como uma mera casualidade (35,64). Isto porque, foi
demonstrado, tanto no estudo como através do programa
PolyPhen-2, que a mutacdo se apresenta como ndo patogénica,
ndo apresentando, por isso, a capacidade para originar um
fendtipo de atraso mental (35,64). Esta classificacdo é realizada
em concordancia com as duas premissas estabelecidas no ponto
2.5 do presente trabalho, que contemplam as mutagdes benignas.

N/A — Ndo aplicavel

3.3.5.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Por outro lado, ao realizar a classificacdo com recurso aos critérios de classificacdo do
método B, o mesmo classifica a mutacdo com a categoria B1, referente a mutacdes benignas
(35). Esta classificacdo esta de acordo com o descrito no ponto 2.5, que descreve as condi¢cdes
no qual o método B pode categorizar diretamente como B1 as mutag¢fes benignas. O Quadro

3.39 ilustra a classificacdo realizada pelo método B a mutacéo T196S.

Quadro 3.39 - Classificacdo da mutacdo p.T196S, atraveés do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliagdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIAGCAO
METODO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O método B classifica a mutagdo com a categoria B1,
uma vez que o estudo que identificou a mutagédo
comprovou a nao patogenicidade da mesma. O
B Bl EFICAZ | programa PolyPhen-2 também classifica a mutagao
(+1) como uma mutacéo benigna (35,64).

Esta classificacdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as mutagdes benignas.

81



A Origem Genética da Sindrome de Rett no Sexo Masculino

3.3.6 p.T197M (¢.590 C -»T)

Na base de dados RettBase estdo presentes dois estudos que identificam dois rapazes,
ambos portadores da mutagcdo T197M, e ambos com um quadro de atraso mental (62,114,116).
Na literatura cientifica existe outro estudo, que ndo se encontra mencionado na RettBase,
referente a um caso masculino com a muta¢do T197M (117). Este ultimo apresenta um quadro
de atraso mental, microcefalia e encefalopatia congénita, ou seja, um quadro clinico semelhante
ao descrito na RettBase (116,117).

A base de dados RettBase refere poucos estudos que identificam a muta¢do T197M no
sexo feminino. Verifica-se que estao referenciados na RettBase, com um artigo associado, trés
casos femininos com a mutacdo T197M, sendo que todos estes apresentam um fenotipo de RTT
(62,83,118,119).

Os estudos expostos acima realcam que a mutacdo T197M ocorre num aminoacido nao
conservado da proteina MeCP2. Referem também que néo existe evidéncia de que esta mutacéo
apresenta capacidade patogénica (114,116,117). No entanto, em 2007, o estudo de Campos et
al (2007), ao identificar a mutagcdo num rapaz com atraso mental, identificou, atraves de uma
analise a mae e ao irmado deste rapaz, que estes dois Gltimos eram também portadores da
mutacdo T197M. Concluiram, por isso, que a mutacao presente no rapaz com atraso mental foi
herdada por parte da mae e transmitida também ao irmédo. Tanto a mée como o irmé&o do rapaz
se apresentavam saudaveis (114). No entanto, é importante referir que este estudo nao refere
nenhuma tentativa de identificar uma possivel presenca de mosaicismo celular para a mutacao.

Este fator poderia explicar a presenca de um fendtipo assintomatico no irmao (39,114).

De qualquer modo, o estudo de Campos et al (2007) permitiu descartar a hipotese de a
mutacdo T197M ter capacidade patogénica, O facto de se ter identificado a mutagcdo num caso
masculino, sem qualquer sintomatologia associada, permitiu concluir que a mutagdo T197M se
apresenta como um polimorfismo genético benigno (114). Ao usar o programa PolyPhen-2 para
analisar o impacto da mutacdo na proteina MeCP2, 0 mesmo classificou a mutagdo T197M
como “benigna”, com um score de 0,008. Esta classificagéo realizada pelo programa PolyPhen-
2 permite corroborar as conclusdes do estudo de Campos et al (2007), e considerar a mutacao

como ndo patogénica (114).

82



A Origem Genética da Sindrome de Rett no Sexo Masculino

Ao prosseguir com a classificacdo dos fenétipos identificados, verifica-se que o método
A n&o prevé a classificacdo de mutagdes ndo patogénicas. Isto porque, segundo os critérios de
classificacdo do método A, estes preveem apenas mutacdes com capacidade para originar
quadros clinicos com sintomatologia associada (35). O Quadro 3.40 ilustra a ndo abrangéncia

dos critérios de classificacdo do método A aos fendtipos identificados com a mutagédo T197M.

Quadro 3.40 - Classificacdo dos feno6tipos com a mutacao p.T197M, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fenotipos
portadores de mutacdes ndo patogénicas. Este método s tem
em conta feno6tipos com sintomatologia associada. Deste modo,
mutacfes que originam quadros assintomaticos ndo se
enguadram neste método (35).

A N / A Néo e’; possivel estabelecer uma (_:o_rrela(;éo entre a mutacgdo e 0s

fendtipos de atraso mental identificados, uma vez que o estudo
de Mario Campos et al (2007) e o programa PolyPhen-2
evidenciam que a mutacdo é ndo patogénica, ndo apresentando,
por isso, a capacidade para originar um fenotipo de atraso
mental (114). Esta classificagdo e realizada em concordancia
com as duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as mutagdes benignas.

N/A — Néo aplicavel

3.3.6.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Por outro lado, ao analisar a classificagdo com recurso aos critérios de classificacdo do
método B, o mesmo classifica a mutacdo com a categoria B1, referente a mutacdes benignas
(35). Esta classificacdo esta de acordo com o descrito no ponto 2.5, que descreve as condigdes
no qual o método B pode categorizar diretamente como B1 as mutagdes benignas. O Quadro

3.41 ilustra a classificacao realizada pelo método B a mutacdo T197M.
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Quadro 3.41 - Classificacdo da mutacdo p.T197M, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELAGCAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVA(}C)ES
- AVALIAGCAO
METODO CATEGORIA METOICD;O

O método B classifica a mutagdo com a categoria B1,
uma vez que o estudo de Campos et al (2007)
comprovou a ndo patogenicidade da mutacdo, e
porque o programa PolyPhen-2 classifica-a como uma

B Bl EFICAZ | mutagéo benigna (114).

(+1)

Esta classificacdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5, que
contemplam as condicBes necessarias para 0 método
B considerar mutagfes como benignas.

3.3.7 p.A201V (c.602 C -»T)

Ao pesquisar na RettBase através da opc¢do “Advanced Search” a mutacdo A201V no
sexo masculino, sdo evidenciados diversos artigos que identificam casos masculinos e
femininos com a mutacdo. Ao analisar detalhadamente a pesquisa mencionada anteriormente,
esta refere sete estudos realizados sobre coortes de individuos que apresentam um quadro

clinico com sintomas tipicos de muta¢des no gene MECP2 (62,65,67,114,120-123).

Através dos sete estudos referidos anteriormente foram identificados onze rapazes e trés
raparigas com a mutacdo A201V (65,67,114,120-123). Trés destes onze casos masculinos
apresentavam-se saudaveis e assintomaticos. Estes trés casos assintomaticos dizem respeito a
familiares dos individuos pertencentes as coortes dos estudos. A presenca da mutacdo A201V
nestes familiares do sexo masculino, que ndo apresentavam quaisquer anomalias nos seus
cromossomas, como a SK, permitiram concluir que a mutacdo A201V ndo é patogénica,

tratando-se, por isso, de um polimorfismo genético benigno (65,121,123).

Ao utilizar o programa PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica da mutacdo
A201V, o programa classifica a mutacdo como “benigna”, com um score de 0,002. Ao

prosseguir com a classificacdo dos fendtipos identificados, verifica-se que 0 método A nédo
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prevé a classificacdo de mutacdes ndo patogénicas. Isto porque, segundo os critérios de
classificacdo do método A, estes preveem apenas mutacGes com capacidade para originar
quadros clinicos com sintomatologia associada (35). O Quadro 3.42 ilustra a ndo abrangéncia

dos critérios de classificacdo do método A a mutacdo A201V.

Quadro 3.42 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.A201V, através do método A
CORRELAGAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVAQGES

METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fendétipos
portadores de mutagcfes ndo patogénicas. Este método s6 tem em
conta fendtipos com sintomatologia associada. Deste modo,
mutacbes que originam quadros assintomaticos ndo se
enquadram neste método (35).

A N / A Apesar dos diversos fendtipos identificados, portadores da

mutacdo, com sintomatologia associada, a correlacdo entre estes
fendtipos e a mutacdo deve ser considerar invalida. Isto porque,
0s estudos que identificam a mutacdo, e o programa PolyPhen-
2, comprovam que a mutacdo é ndo patogénica (65-67,114,120-
123). Esta classificacao é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho, que
contemplam as mutacdes benignas.

N/A — Néo aplicavel

3.3.7.1 Classificagéo e avaliacdo do método B

Por outro lado, ao realizar a classificacdo com recurso aos critérios de classificacdo do
método B, o mesmo classifica a mutacdo com a categoria B1, referente a mutacdes benignas
(35). Esta classificacdo estd de acordo com o descrito no ponto 2.5 do presente trabalho, que
descreve as condi¢des no qual o método B pode categorizar diretamente como B1 as mutacdes

benignas. O Quadro 3.43 ilustra a classificacao realizada pelo método B a mutagdo A201V.
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Quadro 3.43 - Classificacdo da mutacdo p.A201V, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO CATEGORIA METODO

O método B classifica a mutagcdo com a categoria B1.
Isto porque os estudos que identificaram a mutacdo
comprovaram a ndo patogenicidade da mesma, e porque
0 programa PolyPhen-2 também classifica a mutagéo
B B1 EFICAZ | como benigna (65-67,114,120-123).

(+1)
Esta classificacdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5, que
contemplam as condi¢fes necessarias para 0 método B
considerar mutagGes como benignas.

3.3.8 p.T203M (c.608 C -»T)

A base de dados RettBase refere a presenca de dois casos masculinos com a mutacéo
T203M, sendo que um dos rapazes apresenta um quadro de atraso mental, distlrbios
comportamentais, agressividade e perturbacdo de hiperatividade/défice de atencdo
(62,72,118,124). O segundo caso masculino portador da mutacdo T203M, € de um caso
assintomatico. Este Ultimo permitiu concluir que a mutacdo T203M ndo se trata de uma mutacgéo
patogénica, mas de um polimorfismo genético benigno (124). Por este motivo, e pelo facto de
0 aminodcido treonina nesta posi¢do ndo ser conservado na proteina MeCP2 em outras especies,
a base de dados RettBase e diversos estudos classificam a mutagdo T203M como benigna
(62,72,118,124,125).

Ao utilizar o programa PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica da mutacéo, o
mesmo classifica a mutagdo T203M como “possivelmente patogénica”, com um score de 0,784.
Considerando a avaliacdo do programa bioinformatico PolyPhen-2, a identificacdo do caso
masculino assintomatico, e o estabelecido nas duas premissas no ponto 2.5 do presente trabalho,

considerou-se a mutacdo T203M como benigna, sem capacidade patogenica (116,124). O
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Quadro 3.44 ilustra a ndo abrangéncia do método A, perante a classificacdo dos fenétipos com
a mutagéo T203M.

Quadro 3.44 - Classificacdo dos fenotipos com a mutacao p.T203M, através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSE RVAC}@ES

METODO CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacao de fendtipos portadores
de mutacGes ndo patogénicas. Este método s6 tem em conta
fendtipos com sintomatologia associada. Deste modo, mutacoes
que originam quadros assintomaticos ndo se enquadram neste

A N/A | método (35).

Esta classificacdo é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho, que
contemplam as mutagdes benignas.

N/A — N&o aplicavel

3.3.8.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.T203M segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.45), sendo esta mutagdo classificada como pertencendo a categoria
B1.

Quadro 3.45 - Classificagdo da mutacdo p.T203M, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fen6tipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagcdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O metodo B classifica a mutagdo com a categoria
B1 (35). O caso masculino assintomatico portador
da mutacdo em estudo, e o programa PolyPhen-2,
permitiram comprovar a ndo patogenicidade da

Eficaz mutacéo (124).

(+ 1) Esta classificacdo é realizada em concordancia
com as duas premissas estabelecidas no ponto 2.5
do presente trabalho, que contemplam as
condi¢Oes necessarias para 0 método B considerar
mutacdes como benignas.
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3.3.9 p.G206A (c.617 G -»C)

A mutacdo G206A foi identificada exclusivamente no seio de uma familia, onde se
verificou que diversos familiares eram portadores da mutacdo. Destes, real¢a-se o Unico caso

masculino identificado com a mutacéo, e o Unico caso com sintomas associados (62,67).

O caso masculino é referente a um rapaz com dez anos de idade, sem qualquer
capacidade para comunicar verbalmente, com uma acentuada perturbacdo do espectro de
autismo e com um quadro de atraso mental severo. Este apresentava um cariotipo normal (46
XY), e foi submetido a analises moleculares que excluiram a presenca de distirbios metabolicos
e enddcrinos com capacidade para originar o fenétipo encontrado. Foi também excluida, através

de anélises moleculares, a presenga da sindrome de X fragil (67).

Neste caso masculino, observou-se movimentos estereotipados nas méos diferentes dos
encontrados na RTT, sem comprometer a capacidade motora das maos (7,67,113). Foi ainda
referido que este rapaz nasceu com baixo peso, e adquiriu a capacidade de andar ao fim de um
ano de vida, sendo que ao completar o primeiro ano de vida foi possivel identificar os primeiros
sinais de autismo na crianca. Nao existe qualquer historial de regressdo clinica nem registo de
outros sintomas tipicos da RTT, como as anomalias na coordenagdo motora, 0s distdrbios na

respiracdo, os tremores, convulsdes, epilepsia e distdrbios no sono (7,67).

Foram analisados alguns familiares deste caso masculino, e dessa analise conclui-se que
a mae e a avo materna eram portadoras assintomaticas da mutacdo G206A. Avaliou-se o racio
referente a XCI, verificando-se que a mde do rapaz apresentava uma XCI ligeiramente
enviesada (x 30% / 70%), e que a avé materna apresentava uma XCI praticamente aleatéria (+
40% / 60%). O potencial efeito patogénico proveniente da mutacdo G206A deve estar
mascarado nos dois casos femininos identificados nesta familia, devido & expressdo do alelo
ndo mutado. Por este motivo, no sexo feminino, esta mutacdo ndo apresenta capacidade

patogénica, originando fenotipos assintomaticos (67).

Por outro lado, no sexo masculino, ao existir apenas um alelo para os genes do
cromossoma X, a mutagdo G206A origina um fendtipo de XLMR (35,67). Este quadro clinico,
no entanto, comparativamente ao quadro clinico encontrado na RTT, € menos severo, pois a

sintomatologia associada a perturbacdo do espectro de autismo, e o0 quadro de atraso mental,
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sdo sintomas tipicos dos quadros de RTT. Contudo, apesar do rapaz portador da mutacdo
apresentar estes sintomas caracteristicos dos quadros de RTT, este ndo apresenta os sintomas
principais e necessarios para o diagnostico da patologia, como a perda total ou parcial da
capacidade motora das maos, a perda total ou parcial da capacidade motora, as anomalias na
locomocgdo e outros sintomas tipicos que acompanham os quadros de RTT (distarbios na
respiracdo, tremores, convulsdes, epilepsia e disturbios no sono) (7,67).

Ao avaliar a capacidade patogénica da mutacdo, é referido que a mutacdo G206A, por
originar uma substituicdo do aminodacido glicina por alanina, altera a estrutura secundaria da
proteina MeCP2 e influéncia a funcdo da proteina, nomeadamente a repressao genética (67). O
programa PolyPhen-2 corrobora estas afirmacfes, ao classificar a mutacdo G206A como

“provavelmente patogénica”, com um score de 0,999.

Deste modo, ao prosseguir com a classificacdo da mutacdo G206A e dos seus respetivos
fenotipos, através dos metodos de classificacdo A e B, conclui-se que o fendtipo masculino
associado a mutacdo G206A é de XLMR e/ou de Autismo, enquadrando-se, segundo 0s
critérios de classificacdo do método B na categoria B2, e segundo os critérios de classificagdo
do método A na categoria A3 (35,67). O Quadro 3.46 e 0 Quadro 3.47 ilustram as classificacGes

realizadas pelos métodos A e B, respetivamente.

Quadro 3.46 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.G206A, atraves do método A

CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACGES

METODO CATEGORIA

Os fendtipos cumprem os critérios da categoria A3 (35). No sexo
A A3 masculino esta presente um quadro de XLMR e/ou de autismo. Por
outro lado no sexo feminino existe um quadro assintomatico (67).

3.3.9.1 Classificacao e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida & classificagdo da mutacdo p.G206A segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.47), sendo esta mutacdo classificada como pertencendo a categoria
B2.
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Quadro 3.47 - Classificacdo da mutacdo p.G206A, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

- OBSERVACOES
AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

Os fendtipos cumprem o0s critérios para a
Eficaz categoria B2. No sexo masculino existe um
B B2 fendtipo de XLMR associado & perturbagéo do

("'1) espectro de autismo. Por outro lado no sexo
feminino existe um quadro assintomatico (35,67).

3.4 Mutac6es no dominio TRD
3.4.1 p.P225L (c.674 C -»T)

A mutacdo P225L, referida na base de dados RettBase, foi apenas identificada num caso
masculino (33,62). Este é referente a um rapaz de 21 anos de idade com um quadro severo de
atraso mental e com diversos sintomas caracteristicos de RTT. Ao analisar o seu historial
clinico, verifica-se que este apresentou um nascimento sem complicacbes e um
desenvolvimento normal nos primeiros trés meses de vida. Perto dos trés meses e meio de vida
houve um registo de hipotonia, € nos meses consequentes verificou-se um atraso no seu
desenvolvimento. Este nunca adquiriu a capacidade de se sentar e de andar autonomamente, e

com dois anos de idade perdeu a capacidade de se colocar de pé com apoio (33).

Este rapaz nunca chegou a adquirir a capacidade de comunicar verbalmente e
desenvolveu sintomas extrapiramidais e epilepsia. Aos 11 anos de idade estava dependente de
uma cadeira de rodas devido a um quadro de tetraplegia espastica e hipotonia, com um quadro
severo de assimetria pélvica e de cifoescoliose. Aos 16 anos perdeu a capacidade motora nas
maos e apresentou um quadro severo de apraxia e de contraturas nos pulsos. A ultima analise
do seu quadro clinico foi aos 21 anos de idade, e nesta analise observou-se um rapaz com atraso
mental, dependente de uma cadeira de rodas, com um quadro severo de cifoescoliose, uma
luxagéo na anca, contraturas nas articulagdes dos dedos, pulsos, ombros e joelhos. Apresentava

também distdrbios apneicos, alguns distirbios no sono e uma boa comunicagéo visual (33).
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Este caso masculino, portador da mutacéo P225L, apresentava um cariétipo normal 46,
XY, e realizou diversas anélises, nomeadamente, uma tomografia computorizada, uma
ressonancia magnética, uma eletroencefalografia e uma eletromiografia, sendo que todas estas
analises se apresentavam normais. O estudo que identificou este caso masculino concluiu que
a mutacgéo se originou via de novo, uma vez que néo foi detetada a mutacdo na mée e nos dois

irmaos mais velhos deste rapaz (33).

A literatura cientifica evidéncia que mutaces no gene MECP2, quando presentes no
sexo masculino, criam fendtipos muito variados, que comumente desviam-se dos quadros
clinicos tipicos da RTT (7,33,35,49). O fen6tipo deste rapaz, portador da mutagdo P225L, é um
exemplo disso, pois apresenta um quadro clinico com sintomatologia associada a quadros de
RTT, mas com diferencas significativas. As diferencas mais significativas sdo a existéncia de
um periodo curto de desenvolvimento normal na crianca (cerca de trés meses) e a auséncia de

movimentos estereotipados nas méos (7,33).

Contudo, ao analisar os critérios de diagnostico da RTT, verifica-se que este caso
cumpre dois dos critérios principais e alguns critérios de suporte. Os dois critérios principais de
diagndstico existentes neste caso sdo a perda do controlo motor nas maos e a presenca de
dispraxia ou incapacidade de locomocao. Relativamente aos critérios de diagndstico de suporte
verifica-se a presenca de: a) distUrbios na respiracdo (episddios apneicos); b) escoliose e cifose;
c) desaceleracdo do crescimento; d) intensa comunicacdo visual com os olhos; e) padrdo de
sono anormal e f) comportamentos (berros e gritos) inapropriados, devido a propensdo para
agitacdo e ansiedade. Deste modo, é possivel confirmar o diagnostico de RTT atipica neste caso

masculino (7,33).

O caso acima descrito € o unico caso masculino identificado com a mutacéo P225L (33).
O mesmo se sucede no sexo feminino, pois existe apenas um caso feminino descrito na RettBase
portador desta mutagdo com um quadro de RTT (81). Assim, ao comparar os dois fenotipos
com a mutacdo P225L, verifica-se que em ambos 0s sexos esta mutagdo origina um quadro de
RTT (7,33,81). Os dados clinicos disponiveis no estudo que identifica o fenotipo feminino séo
escassos, mas este refere um diagnéstico de RTT realizado com base nos critérios de
diagnostico do Grupo de Trabalho de 1988 (79,81).

Deste modo, ao comparar a severidade dos dois fendtipos conclui-se que ambos
apresentam uma severidade semelhante, o que contraria a premissa basilar dos métodos de

classificacéo A e B. Esta premissa afirma que para a mesma mutacao no gene MECP2, o quadro
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clinico identificado no sexo masculino deve ser mais severo comparativamente ao quadro
clinico identificado no sexo feminino. Esta premissa ndo esta presente ao analisar os dois
fenotipos portadores da mutacdo P225L (33,35,81). E importante realcar que o estudo que
identifica o caso feminino ndo descreve nenhuma tentativa de analisar a presenca de uma XCI
enviesada. Este Gltimo fator poderia explicar o quadro clinico mais severo encontrado no sexo
feminino, e poderia, por conseguinte, explicar a ineficicia dos métodos A e B (20,35,47,81).
No entanto, sem a presenca de informacgdes adicionais, conclui-se que 0s metodos de
classificacdo A e B sdo ineficazes na classificacdo da mutacdo P225L e dos seus respetivos

fendtipos (33,35,81). O Quadro 3.48 ilustra a ineficacia do método de classificacdo A.

Quadro 3.48 - Classificacao dos feno6tipos com a mutacao p.P225L através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO CATEGORIA

O meétodo A ¢é ineficaz na categorizacao dos fendtipos, uma vez
A Ineficaz |que os fendtipos apresentados nos dois sexos tém uma
severidade semelhante (33,35,81).

3.4.1.1 Classificagéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutagcdo p.P225L segundo o método de
classificacdo B. Esta classificacdo esta ilustrada no Quadro 3.49 e pode-se categorizar como

ineficaz.

Quadro 3.49 - Classificacdo da mutacédo p.P225L, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fen6tipos apresentados nos dois
sexos. A avaliagdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenétipos apresentados pela mutagcdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B é ineficaz na categorizacdo desta
Ineficaz | mutacéo, uma vez que os fendtipos apresentados

(+0) nos dois sexos tém uma severidade semelhante
(33,35,81).

B Ineficaz
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3.4.2 p.T228S (.683 C -»G)

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar a frequéncia da mutacdo T228S,
verifica-se que esta mutacdo esta descrita em dois estudos que identificam dois rapazes
portadores da mutacdo T228S. Ambos os estudos descrevem dois rapazes com um quadro de
atraso mental, onde foi excluida, através de analises moleculares, a presenca de sindrome de X
fragil. Num dos rapazes foi confirmado a presenca de um cari6tipo normal, 46, XY, excluindo,
por isso, a presenca de SK (62,64,114).

Ao analisar os fenotipos femininos portadores da mutagdo T228S descritos na literatura
cientifica, verifica-se que ndo existe um consenso no quadro clinico encontrado. Isto porque,
estdo identificados poucos casos femininos portadores da mutacdo, alguns assintomaticos e

outros com quadros clinicos com sintomatologia associada a RTT (78,108,117).

Os estudos mencionados acima referem que a mutacdo T228S nédo apresenta capacidade
patogénica, uma vez que o aminoacido T228 € um aminoacido ndo conservado em algumas
espécies (rato, camundongo e galinha), e uma vez que diversos programas bioinformaticos
avaliam o impacto da mutacdo na proteina MeCP2 como benigno (64,114,117). Ao usar 0
programa PolyPhen-2 para avaliar o impacto desta mutacdo na proteina MeCP2, 0 mesmo

classifica a mutacdo T228S como “benigna”, com um score de 0,001.

Foi possivel identificar um estudo, descrito na literatura cientifica e ndo referenciado na
RettBase, que identifica a mutacdo T228S no seio de uma familia. Este artigo comprova, através
de um caso masculino assintomatico, a ndo patogenicidade da mutacdo T228S. O estudo refere
que identificou a mutacdo T228S numa rapariga com RTT atipica, e que ap6s analisar o pai
desta, verificou-se que este também era portador assintomatico da mutacdo (117). Este caso
masculino assintomatico e a classificagdo de “mutacdo benigna” por parte do programa
PolyPhen-2 comprovam a nao patogenicidade da mutacdo T228S (117). Esta afirmacéo esta de
acordo com o ponto 2.5, que descreve as condi¢6es no qual o presente trabalho deve categorizar
as mutagdes no gene MECP2 como benignas. O Quadro 3.50 ilustra a ndo abrangéncia do

método A, perante a classificacdo dos fendtipos portadores da mutagdo T228S.
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Quadro 3.50 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.T228S, através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES
METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fendtipos
portadores de muta¢Bes ndo patogénicas. Este método s tem
em conta fenotipos com sintomatologia associada. Deste
modo, mutacdes que originam quadros assintomaticos ndo se

A N / A enquadram neste metodo (35).

Esta classificacdo é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho,
gue contemplam as mutac6es benignas.

N/A — N&o aplicavel

3.4.2.1 Classificacao e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.T228S segundo o método de

classificacdo B (Quadro 3.51), enquadrando-se esta na categoria B1.

Quadro 3.51 - Classificacdo da mutacdo p.T228S, atraves do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagcdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B classifica a mutacdo com a categoria
B1l. Os estudos que identificaram a mutagéo
comprovaram a ndo patogenicidade da mesma, € 0
programa PolyPhen-2 classifica-a como uma
Eficaz mutacédo benigna (64,114,117).

(+ 1) Esta classificago é realizada em concordancia com
as duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do
presente trabalho, que contemplam as condicgdes
necessarias para 0 metodo B considerar mutagdes
como benignas.
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3.4.3 p.S229L (c.686 C -»T)

Ao analisar a frequéncia da mutagdo S229L, descrita na RettBase, verifica-se que esta
se encontra presente em dois casos masculinos. Um destes casos € referente a um quadro de

atraso mental e o outro é referente a um caso assintomatico (62,64,90).

O caso masculino assintomatico, apresenta uma filha, também portadora da mutacéo
S229L, com um quadro de RTT tipica. No entanto, o caso feminino referido apresenta
simultaneamente outra mutagdo no gene MECP2, nomeadamente a mutagdo nonsense R168X
(90). Esta descrito na literatura, em diversos estudos, que a mutacdo nonsense R168X apresenta
uma conhecida capacidade patogénica para originar quadros clinicos de RTT (26,90). Por esta
razdo, o estudo que identificou a mutacdo S229L no unico caso feminino e no Unico caso
masculino assintomatico atribui a causa para o fen6tipo de RTT a mutacdo nonsense R168X,
classificando a mutacdo S229L como benigna (90).

Por outro lado, ao usar o programa PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica da
mutacéo, verifica-se que este classifica como “possivelmente patogénica” a mutagdo S229L,
com um score de 0,813. Deste modo, ao considerar o caso masculino assintomatico e as duas
premissas estipuladas no ponto 2.5, o presente trabalho considerou a muta¢do S229L como um

polimorfismo genético sem capacidade patogénica (90,116).

O Quadro 3.52 ilustra a ndo abrangéncia do método A na classificacdo dos fenétipos
identificados com a mutacdo S229L. Nao fica, no entanto, excluida a hipétese de existéncia de
um mosaicismo celular para a mutacdo no caso masculino assintomatico. Este fator poderia
explicar os dois fendtipos totalmente distintos identificados nos dois casos masculinos
portadores da mutagdo S229L (35,64,90).

Quadro 3.52 - Classifica¢ao dos fenotipos com a mutagdo p.S229L, atraves do metodo A
CORRELAGAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O metodo A nédo contempla a classificagao de fendtipos portadores
de mutacBes ndo patogénicas. Este metodo sO tem em conta
fenotipos com sintomatologia associada. Deste modo, mutagdes
A N/A que originam quadros assintomaticos ndo se enquadram neste
método (35).

Esta classificacdo é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho, que
contemplam as mutag0es benignas.

N/A — Néo aplicavel
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3.4.3.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

O Quadro 3.53 ilustra a classificagdo da mutacdo S229L atraves do metodo B, sendo

que esta mutacdo é classificada como pertencendo a categoria B1.

Quadro 3.53 - Classificacdo da mutacdo p.S229L, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO CATEGORIA METODO

O método B classifica a mutagdo com a categoria
B1 (35). O caso masculino assintomatico
identificado e a classificagio do programa
PolyPhen-2 permitiram considerar a mutacdo como

Eficaz benigna (90).

(+ 1) Esta classificacdo € realizada em concordancia com
as duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do
presente trabalho, que contemplam as condigcfes
necessarias para 0 método B considerar mutagdes
como benignas.

3.4.4 p.P251L (c.752 C -»T)

A base de dados RettBase identifica a mutacdo P251L numa rapariga com um quadro
de RTT e no seu pai assintomatico. Ndo se encontrou na literatura cientifica mais casos
identificados portadores desta mutacdo, para além destes dois casos familiares. O estudo que
identifica estes dois casos familiares descreve que o caso feminino apresenta
concomitantemente a mutagdo P251L, outra mutacdo no gene MECP2, nomeadamente uma

mutacao frameshift que origina uma delecéo de 154 pares de bases no dominio CTD (62,126).

O estudo anterior associa 0 quadro de RTT, presente no caso feminino, a presenca da
mutacdo frameshift, uma vez que esta origina uma delecdo significativa no dominio CTD,
existindo, por isso, a probabilidade de afetar a funcdo da proteina MeCP2. Por este motivo, e

pelo facto de se ter identificado a mutacdo P251L no caso masculino assintomatico, o estudo
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conclui ainda que a mutacdo P251L ndo é patogénica, classificando a mesma como um
polimorfismo genético benigno (126).

Por outro lado, ao utilizar o programa PolyPhen-2, para avaliar o potencial patogénico
da mutagdo P251L, este programa classifica como “provavelmente patogénica” a mutagdo com
um score de 0,995. Outros programas bioinformaticos, como o SIFT (Sorting Intolerant From
Tolerant) (https://sift.bii.a-star.edu.sg) e o PMut (https://mmb.irbbarcelona.org/PMut/), que
também permitem prever o impacto de mutacdes na estrutura e estabilidade das proteinas,
avaliam a mutagdo P251L com um elevado potencial patogénico (127). Assim, ao contrario do
que o estudo de Amano et al (2000) sugere, ndo se pode excluir a hipdtese de que a mutacao
possa ter um potencial patogénico. E importante realcar que ndo esta totalmente excluida a
hipdtese da presenca de mosaicismo celular para a mutacdo P251L no caso assintomatico
masculino referido no estudo de Amano et al (2000) (126,127). A presenca do mocaicismo
poderia explicar o quadro assintomatico presente no pai desta rapariga com um quadro de RTT
(35,126).

Ao considerar apenas o0s quadros clinicos identificados com a mutacéo, verifica-se que
é possivel classificar a mutacdo P251L atraves dos critérios de classificacdo do método B
(35,126,127). Isto porque se for considerado as conclusdes do estudo de Amano et al (2000),
gue tém como base apenas os dados dos quadros clinicos, e se se considerar a mutacdo P251L
como benigna, esta mutacdo poderia ser categorizada com a categoria B1 do método B. No
entanto, ndo é possivel afirmar estas conclusfes, tendo em conta os dados de diversos
programas bioinformaticos, como o programa PolyPhen-2 (35,126). Assim, e em concordancia
com o estipulado no ponto 2.5, o presente trabalho ndo pode considerar a mutagdo P251L como

benigna.

O presente trabalho também ndo considera como ineficazes os métodos A e B na
classificacdo, pois o Unico caso feminino portador da mutacdo P251L apresenta
simultaneamente duas mutacdes no gene MECP2, o que impossibilita associar o seu quadro de
RTT a uma das duas mutacdes. Isto impossibilita concluir sobre o fenotipo feminino criado
pela mutagdo P251L, tornando inconclusiva qualquer tentativa de classificagédo da mutagéo e
dos seus respetivos fendtipos identificados com a mutacdo P251L através dos métodos de
classificagdo A e B (35,126). O Quadro 3.54 ilustra os motivos pelo qual o presente trabalho
considera inconclusiva qualquer tentativa de classificacdo dos fendtipos com recurso aos

critérios de classificagdo do método A.
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Quadro 3.54 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.P251L, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO CATEGORIA

Considerou-se como inconclusiva qualquer tentativa de
classificacdo dos fenotipos identificados com a mutacdo P251L
pelos seguintes motivos:

a) 0 unico caso feminino portador da mutacdo apresenta
simultaneamente  duas mutagdes no gene MECP2,
impossibilitando concluir sobre o fendtipo criado pela mutacéo
A Inconclusivo | em estudo;

b) existe apenas um fenotipo portador da mutagédo tanto no sexo
masculino como no sexo feminino (126);

c) os dados clinicos provenientes dos poucos fendtipos
identificados com a mutagdo em estudo contradizem os dados
provenientes dos programas bioinformaticos (PolyPhen-2, SIFT
e PMut) (126,127).

3.4.4.1 Classificacao e avaliacdo do método B

O Quadro 3.55 ilustra os motivos pelo qual o presente trabalho considera inconclusiva
qualquer tentativa de classificacdo da mutacdo com recurso aos critérios de classificacdo do
método B.

Quadro 3.55 - Classificacdo da mutacdo p.P251L, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois

sexos. A avaliacdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagcdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES
METODO | CATEGORIA A\,\’AAELT'QSSO G

Considerou-se como inconclusiva qualquer tentativa
de classificacdo da mutagdo P251L pelos seguintes
motivos:
a) 0 Unico caso feminino portador da mutagédo
apresenta simultaneamente duas mutacfes no gene
MECP2, impossibilitando concluir sobre o fendtipo
. criado pela mutacdo em estudo;
B Inconclusivo N/A b) existe apenas um fendtipo portador da mutagéo
tanto no sexo masculino como no feminino (126);
c) os dados clinicos provenientes dos poucos
fendtipos identificados com a mutagdo em estudo
contradizem os dados provenientes dos programas
bioinforméaticos (PolyPhen-2, SIFT e PMut)
(126,127).

N/A — Ndo aplicavel
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3.4.5 p.P272L (c.815 C -»T)

A mutacdo P272L é referida em dois estudos, mencionados na RettBase, e cada estudo
identifica um caso masculino e um caso feminino, portadores da mutacdo P272L, sendo ambos
estes pares de casos referentes a casos familiares (62,121,128). O primeiro estudo, de Moog et
al (2006), identificou um caso masculino de atraso mental com sintomas associados a RTT, e
posteriormente, identificou a mesma mutagdo na mée assintomatica do rapaz (121). Por sua
vez, o0 segundo estudo é de Zahorakova et al (2007), e este identifica a mutacdo P272L numa
rapariga com um quadro de RTT tipica e no seu pai assintomatico (128). Deste modo, estdo
identificados no total dois casos masculinos e dois casos femininos com a mutacéo. No entanto,
ao analisar os quadros clinicos identificados em cada sexo, verifica-se que 0s mesmos sao
totalmente distintos entre si. Dos dois casos masculinos identificados, um é assintomatico e
outro tem um quadro de atraso mental com sintomas associados a RTT. Por sua vez, dos dois
casos femininos identificados, um é assintomatico e outro é referente a uma rapariga com um
quadro de RTT tipico. Por isso, os fenétipos identificados para cada sexo sdo incoerentes
(121,128).

Esta incoeréncia pode ser explicada pela presenca de fatores modeladores da severidade
dos fenotipos e devido as proprias caracteristicas metodoldgicas dos estudos que identificam a
mutacdo. Dos fatores moduladores da severidade dos quadros clinicos, com capacidade para
originar fenétipos incoerentes, enumeram-se a presenca de uma XCI enviesada no sexo
feminino e a presenca de mosaicismo celular para a mutacgdo (35,121,128). Por outro lado, 0s
métodos para identificar molecularmente mutacdes em genes diferem de estudo para estudo. E
todos estes métodos sdo faliveis, o que quer dizer que existe sempre a probabilidade de algumas
mutacdes no gene MECP2, ou noutros genes, ndo serem identificadas. Esta Gltima varidvel, que
demonstra a falibilidade dos métodos usados pelos estudos que estabelecem uma correlagdo
genotipo/fendtipo, pode explicar incoeréncias nas severidades dos fendétipos identificados
(121,128).

Ao utilizar o programa PolyPhen-2 para avaliar o potencial patogénico da mutacao
P272L, este programa classifica como “provavelmente patogénica” a mutagao, COm um score
de 0,998. Assim, ndo se pode excluir a hipdtese de a mutacéo ter um potencial patogénico. Por
este motivo, o presente trabalho, ao contrario da RettBase e dos artigos que identificaram a
mutacdo, ndo considerou a mutagdo P272L como benigna (62,121,128). Assim, ao analisar, de

forma independente para cada estudo, a mutacdo P272L e os seus respetivos fenétipos, verifica-
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se que no estudo de Moog et al (2006), estes sdo categorizados com a categoria B2 do método
B, e com a categoria A3 do método A, respetivamente. Estas classificagdes tém em conta a
presenca de um quadro de XLMR associado a alguns sintomas de RTT no sexo masculino, e a
presenca de um fenotipo assintomatico no sexo feminino. Por outro lado, verifica-se que 0s
métodos A e B sdo ineficazes na classificacdo da mutagdo P272L e dos seus respetivos
fendtipos, tendo em conta apenas os quadro clinicos identificados pelo estudo de Zahorakova
et al (2007). Isto porque, o quadro clinico no sexo feminino € mais severo comparativamente

ao quadro clinico do sexo masculino (35,121,128).

Deste modo, ao considerar os fenotipos incoerentes identificados para cada sexo, e as
classificacbes divergentes dos métodos A e B, provenientes dos Unicos dois estudos que
identificam a mutacdo P272L, o presente trabalho considera como ineficazes quaisquer
tentativas de classificacdo da mutagdo P272L e dos seus respetivos fendtipos (35,121,128). O
Quadro 3.56 ilustra os motivos pelo qual o presente trabalho considera ineficaz qualquer
tentativa de classificacdo dos fendtipos identificados com a mutacdo P272L com recurso aos

critérios de classificacdo do método A.

Quadro 3.56 - Classificacdo dos feno6tipos com a mutacdo p.P272L, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO CATEGORIA

Classificou-se como ineficaz qualquer tentativa de categorizar 0s
A Ineficaz fendtipos identificados com a mutacdo P272L, considerando a

incoeréncia dos quadros clinicos identificados para cada sexo
(35,121,128).

3.4.5.1 Classificacao e avaliacdo do método B

O Quadro 3.57 ilustra os motivos pelo qual o presente trabalho considera ineficaz
qualquer tentativa de classificagdo da mutagdo P272L com recurso aos criterios de classificagdo

do método B.
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Quadro 3.57 - Classificacdo da mutacdo p.P272L, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIAGAO
METODO

OBSERVACOES

METODO CATEGORIA

Classificou-se como ineficaz qualquer tentativa de
Ineficaz | categorizar a mutagdo P272L considerando a

(+0) incoeréncia dos quadros clinicos identificados para
cada sexo (35,121,128).

B Ineficaz

3.4.6 p.K284E (c.850 A -»G)

A RettBase identifica a mutagdo K284E num caso masculino com um quadro de XLMR.
Este estudo ndo identifica qualquer outro sintoma neste caso masculino para além do quadro de
atraso mental. Na literatura cientifica ndo se identificou mais nenhum caso com a mutacgéo

K284E, o que faz deste caso masculino o unico portador da mutacdo (61,62).

Ao avaliar a capacidade patogénica da mutacdo, através do programa PolyPhen-2,
verifica-se que este classifica a mutagao K284E como “provavelmente patogénica”, com um
score de 0,993. Assim, ao considerar esta classificacdo, e ao considerar a mutacdo K284E com
capacidade para originar um quadro de atraso mental, prosseguiu-se com a classificacdo da
mutacao e dos seus respetivos fenotipos, com recurso aos critérios de classificacdo dos métodos
A e B, respetivamente (35,61). O Quadro 3.58 ilustra a classificagdo realizada pelo método A

ao fenotipo portador da mutagdo K284E.

Quadro 3.58 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.K284E, através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACGES

METODO CATEGORIA

Os fendtipos cumprem os critérios da categoria A3 (35). No sexo
A A3 masculino esta presente um quadro de XLMR. Por outro lado, no

sexo feminino ndo se identificaram casos, pelo que se depreende
um quadro assintomatico (61,62).
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3.4.6.1 Classificagéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutagdo p.K284E segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.59), sendo esta mutacdo classificada como pertencendo a categoria
B2.

Quadro 3.59 - Classificacdo da mutacdo p.K284E, atraves do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO ~
AVALIAGAO OBSERVACOES
METODO CATEGORIA METODO

) Os fendtipos cumprem todos os critérios para a
B BZ Eficaz categoria B2 (35). No sexo masculino existe um
(+1) fendtipo de XLMR. No sexo feminino, por outro

lado, ndo se identificou nenhum caso (61,62).

3.4.7 p.R309W (c.925 C -»T)

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar a frequéncia da mutacdo R309W,
verifica-se que esta foi identificada num rapaz de sete anos de idade com um quadro de atraso
mental, sem capacidade para comunicar, € com um significativo atraso psicomotor (62,114).
Ao analisar a literatura cientifica, verifica-se que existe outro caso masculino, que ndo esta
referenciado na RettBase, e que é também portador da mutacdo R309W. Este ultimo caso é
referente a um rapaz com atraso mental, que perdeu a capacidade motora adquirida nas méos,
e que apresenta movimentos estereotipados transientes nas méaos. Este também apresentava

bruxismo e dispraxia (28).

Por outro lado, a RettBase refere dois casos femininos portadores da mutagdo R309W
(129,130). No entanto, Schonewolf-Greulich et al (2016) identificou mais casos femininos,
portadores da mutacdo em estudo, ndo referenciados na RettBase (131). O conjunto de fenotipos
femininos identificados sdo muito variados e distintos entre si, uma vez que existem casos
assintomaticos, casos de XLMR, e casos com quadros clinicos associados a diversos sintomas

tipicos da RTT (129-131). Esta variedade fenotipica pode ser explicada pelas caracteristicas
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genéticas do sexo feminino, uma vez que neste sexo o gene MECP2 esté sujeito a XCI. Este,
por sua vez, pode ser mais ou menos enviesado, influenciando, por isso, a severidade dos

quadros clinicos e originar uma ampla variedade fenotipica no sexo feminino (35-37).

No entanto, como evidencia o estudo de Schénewolf-Greulich et al (2016), o resultado
da avaliagdo da XCI nem sempre consegue explicar a variabilidade fenotipica. Este facto
sucede-se ao analisar os fendtipos femininos portadores da mutacdo R309W, uma vez que
foram identificados dois casos femininos, ambos com resultados que evidenciam uma XCI
aleatoria, mas um destes casos € referente a um fendtipo assintomatico e outro é referente a um
quadro de atraso mental com diversos sintomas tipicos de quadros de RTT (movimentos
estereotipados na méos, anomalias na locomocdo, disturbios respiratérios e anomalias no ténus
muscular) (131). Assim, devem existir outros fatores, para além da XCI enviesada, que possam
explicar esta variabilidade fenotipica encontrada nos casos femininos portadores da mutacao
R309W, e noutros casos previamente identificados (131,132).

Um dos fatores que pode explicar esta variabilidade encontrada nos fen6tipos femininos,
€ 0 mosaicismo celular para a mutacdo (35-37). Outros fatores podem ainda ndo serem
conhecidos, considerando as caracteristicas proprias da proteina MeCP2. Esta apresenta-se
como uma proteina multifuncional, que interage com uma grande variedade de outras proteinas,
e por isso, apresenta uma funcdo complexa e dependente do ambiente em que se encontra
(20,47,54). E importante realcar a falibilidade dos métodos de analise da XCI. Isto porque, 0
resultado de uma XCI enviesada é geralmente baseado em linfécitos obtidos em amostras de
sangue, 0 que ndo inviabiliza a possibilidade de uma XCI enviesada em determinados conjuntos
de células, como as células nervosas do cérebro. Esta falibilidade dos métodos pode explicar o
motivo para se encontrar quadros clinicos totalmente distintos entre fenétipos femininos com

uma XCI aleatoria e com a mesma mutagéo no gene MECP2 (131,133).

Para que o presente trabalho analise a mutacdo R309W e 0s seus respetivos fendtipos
segundo os critérios de classificacdo dos métodos A e B, foi considerado para o fenétipo
masculino associado a mutacdo, um quadro clinico com sintomas significativos e proeminentes
associados a RTT, como evidencia 0 caso masculino descrito na RettBase e o caso referido na
literatura cientifica (28,35,62,114). Por outro lado, foi também considerado para o fenotipo
feminino associado a mutagdo R309W, um quadro clinico com sintomas significativos e
proeminentes associados a RTT. Foi considerado este fenotipo, uma vez que a grande parte dos

fendtipos femininos identificados com a mutagdo em estudo apresentam estas caracteristicas,
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excetuando o caso assintomatico e o caso feminino com apenas um quadro de atraso mental
(129-131). Outro motivo pelo qual se adotou este quadro clinico para o fenétipo feminino, foi
o facto de se ter identificado este fenotipo num dos casos onde se verificou uma XCI aleatdria,
0 que permite aumentar a probabilidade de neste caso ndo existirem fatores modeladores da

severidade dos fendtipos, nomeadamente uma XCI enviesada (35,36,131).

Ao considerar os fendtipos referidos anteriormente, conclui-se que a severidade dos
quadros clinicos em ambos 0s sexos sdo semelhantes. Isto significa que tanto o0 método B como
0 método A sdo ineficazes na classificagdo da mutagdo R309W e dos seus fenotipos,
respetivamente (35). O Quadro 3.60 ilustra os motivos pelo qual o método A é ineficaz na

classificacdo dos fenotipos associados a mutagdo R309W em ambos 0S sexos.

Quadro 3.60 - Classificacao dos fenotipos com a mutagdo p.R309W através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O método A € ineficaz na categorizacdo dos fendtipos, uma vez que
os fendtipos de ambos 0s sexos apresentam uma severidade
semelhante (35). Em ambos os sexos verifica-se um quadro com
sintomas significativos e proeminentes associados a RTT
(28,114,129-131).

E possivel verificar desvios significativos ao quadro clinico referido
anteriormente no sexo feminino, devido a uma XCI enviesada e
devido a probabilidade de existéncia de outros fatores modeladores
da severidade dos fenotipos, como é o caso do mosaicismo celular
para a mutagdo (131). No entanto, foi considerado este quadro
clinico para o fenétipo feminino, uma vez que corresponde a grande
parte dos fendtipos femininos identificados, inclusive um caso com
uma aparente XCI aleatéria (129-131).

A | Ineficaz

3.4.7.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

O Quadro 3.61 ilustra os motivos pelo qual o método B é ineficaz na classificacdo da
mutacdo R309W.
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Quadro 3.61 - Classificacdo da mutacdo p.R309W, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVAC}C) ES

. AVALIAGAO
METODO | CATEGORIA METOBO

O metodo B é ineficaz na categorizacdo da mutacdo, uma
vez que em ambos o0s sexos os fenotipos apresentam uma
severidade semelhante (35). Em ambos os sexos verifica-
se um quadro com sintomas significativos e proeminentes
associados a RTT (28,114,129-131).

E possivel verificar desvios significativos ao quadro
B Ineficaz Ineficaz | clinico referido ar_lteriormente No sexo feminipg, devido

(+0) a uma XCI enviesada e devido a probabilidade de
existéncia de outros fatores modeladores da severidade
dos fendtipos, como é o caso do mosaicismo celular para
a mutacdo (131). No entanto, foi considerado este quadro
clinico para o fendtipo feminino, uma vez que
corresponde a grande parte dos fendtipos femininos
identificados, inclusive um caso com uma aparente XCI
aleatoria (129-131).

3.5 Mutac6es no dominio CTD
3.5.1 p.P322S (c.964 C -»T)

A base de dados RettBase identifica a mutacdo P322S num caso masculino de seis anos
de idade, com um quadro de atraso mental e com diversos sintomas associados a RTT (62,134).
Ao analisar a historia clinica deste rapaz, verifica-se que este teve um nascimento sem
complicacgdes, mas nos primeiros anos de vida revelou atrasos motores e linguisticos. Aos
quatro anos de idade desenvolveu episddios convulsivos e espasmos musculares nos membros
superiores e inferiores. Aos seis anos de idade, as convulsdes apresentavam uma recorréncia
diaria. Identificaram-se problemas na interacdo social uma vez que a comunicacao verbal era

escassa e uma vez que a capacidade de compreensdo verbal era muito fraca (134).

O rapaz apresentava também dismorfismo facial (posigcdo irregular dos dentes,
implantacdo baixa das orelhas, protuberancia frontal), um atraso mental moderado, sintomas

associados a perturbacdo do espectro do autismo, hipotonia, fraqueza nos membros inferiores,
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ataxia, tremores e dismetria. A anélise ao cariétipo deste caso masculino revelou um cariétipo
normal 46, XY (134).

Por sua vez, verificou-se que a mae deste caso masculino € portadora heterozigota da
mutacdo P322S. O estudo que identifica esta mutagdo descreve que a mde apresenta sintomas
pouco severos, nomeadamente, uma locomocao desequilibrada, tremores ligeiros, diminuicéo
dos reflexos tendinosos e alguns sintomas sugestivos de ansiedade depressiva e de um quociente

de inteligéncia abaixo da media. As analises realizadas evidenciaram uma XCI aleatoria (134).

A literatura cientifica ndo identifica nenhum outro caso portador da mutacdo P322S
(62,134). No entanto, estdo identificados diversos casos patogénicos portadores da mutacdo
P322A e da mutagdo P322L, no gene MECP2, no sexo feminino. Estes casos apresentam
quadros clinicos com sintomatologia associada a quadros de RTT, e permitem evidenciar o
potencial patogénico da mutacdo P322S, uma vez que ocorrem no mesmo aminoacido da
proteina MeCP2 (62,134).

Assim, ao analisar os dois fenotipos portadores da mutagdo P322S com recurso aos
critérios de classificacdo do método A, conclui-se que estes podem ser classificados segundo a
categoria A3 do método A. Esta classificacdo tem em conta o quadro de atraso mental com
anomalias motoras no sexo masculino e os sintomas pouco significativos no sexo feminino
(35,134). O Quadro 3.62 ilustra a classificacdo realizada pelo método A aos dois fen6tipos

identificados com a mutagdo P322S.

Quadro 3.62 - Classificacdo dos feno6tipos com a mutacdo p.P322S, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACC)ES

METODO CATEGORIA

Os fendtipos cumprem os critérios da categoria A3 (35). No sexo
A A3 masculi_no estd presente um q_ua}dro de_ atraso mental com

anomalias motoras. No sexo feminino os sintomas presentes séo
pouco severos e pouco significativos (134).

3.5.1.1 Classificagéo e avaliacdo do método B

Ao analisar os dois fenotipos portadores da mutagdo P322S com recurso aos critérios de
classificacdo do método B, conclui-se que a mutagédo pode ser classificada segundo a categoria

B3 do método B. Esta classificacdo tem em conta o quadro clinico com diversos sintomas
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tipicos de quadros de RTT no sexo masculino e 0s sintomas poucos Severos e pouco
significativos no sexo feminino (35,134). O Quadro 3.63 ilustra a classificagdo realizada pelo
método B a mutagdo P322S.

Quadro 3.63 - Classificagdo da mutagdo p.P322S, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fendtipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

Os fenotipos cumprem todos os critérios para a
categoria B3 (35). No sexo masculino existe um
Eficaz quz_;ldro clinico com diversos sintomas relevantes,
tipicos de quadros de RTT. Por sua vez, no sexo

B B3

(+1) feminino existe um quadro clinico com sintomas
pouco severos e pouco significativos, tipicos da
RTT (134).

3.5.2 p.K331R (€.992 A -»G)

A mutacdo K331R esté referenciada na RettBase através de um estudo que identificou
a mutacdo no seio de uma familia, nomeadamente, numa rapariga de 14 anos de idade com um
quadro clinico com sintomatologia associada a RTT. O estudo identificou também a mutacéo
no pai da rapariga que, por sua vez, se apresentava assintomatico. A literatura cientifica ndo
refere mais nenhum caso portador da mutacdo K331R, para além destes dois casos familiares
referenciados na RettBase (62,135).

O caso feminino, apresenta um quadro clinico caracterizado pela presenca de: atraso
mental, sintomas associados a perturbacdo do espectro de autismo, disfuncdo motora
generalizada, perda de comunicacdo verbal, movimentos estereotipados nas méos, dispraxia,
bruxismo, distirbios vasomotores periféricos, hiperventilacdo, episodios apneicos, intensa
comunicagdo com os olhos, resposta diminuida ao estimulo da dor e

risos/gargalhadas/gritos/berros inapropriados (135).

Por sua vez, o pai do caso feminino, que também apresenta a mutacdo K331R,

apresenta-se assintomatico. Por esta razdo, o estudo que identifica estes dois casos familiares
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concluiu que a mutacdo K331R ndo € patogénica, tratando-se, por isso, de um polimorfismo
genético raro do gene MECP2 (135). Para corroborar esta hipétese, foi avaliada a capacidade
patogénica da mutacdo através do programa bioinformatico PolyPhen-2. Este programa

classifica a mutacdo K331R como “benigna”, com um score de 0,396.

Deste modo, ao considerar o caso masculino assintomatico e a avaliacdo realizada pelo
programa PolyPhen-2, o presente trabalho considerou a mutacdo K331R como ndo patogénica
(35,135). Esta classificacao esta de acordo com as duas premissas presentes no ponto 2.5 do
presente trabalho, que estabelecem as condig¢es para concluir que uma mutagdo no gene
MECP?2 é benigna. O Quadro 3.64 ilustra a classificacdo realizada pelo método A aos fen6tipos

portadores da mutacdo K331R, considerando a mutagdo como um polimorfismo genético.

Quadro 3.64 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.K331R, atraves do método A

CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACC)ES

METODO | CATEGORIA

O meétodo A ndo contempla a classificacdo de fendtipos
portadores de mutacdes ndo patogénicas. Este método s6 tem em
conta fenoOtipos com sintomatologia associada. Deste modo,
mutacfes que originam quadros assintomaticos ndo se

A N/A | enquadram neste método (35).

Esta classificacdo € realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho, que
contemplam as mutacdes benignas.

N/A — Néo aplicavel

3.5.2.1 Classificagéo e avaliacdo do método B

Ao considerar o caso masculino assintomatico, a avaliacdo realizada pelo programa
PolyPhen-2, e as premissas estipuladas no ponto 2.5 do presente trabalho, procedeu-se a
classificacdo da mutacdo K331R atraves do método B, considerando a mutacdo como um

polimorfismo genético raro (Quadro 3.65).
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Quadro 3.65 - Classificacdo da mutacdo p.K331R, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B classifica a mutacdo com a categoria
B1. O estudo que identifica a mutagdo comprovou
a ndo patogenicidade da mesma, e 0 programa
) PolyPhen-2 classifica-a como uma mutagéo
B B1 Eficaz benigna (135).
(+1) o -
Esta classificacdo é realizada em concordancia com
as duas premissas estabelecidas no ponto 2.5, que
contemplam as condicbes necessarias para 0
método B considerar muta¢cGes como benignas.

3.5.3 p.R344W (c.1030 C -»T)

Ao analisar a mutagdo R344W no sexo masculino, com recurso a base de dados
RettBase, verifica-se que esta mutacédo é referenciada num estudo que identifica um rapaz com
um quadro clinico associado a sintomas de RTT. Este estudo, de Laccone et al (2002), nédo
refere informacdes adicionais relativas ao quadro clinico deste caso masculino. Apenas

acrescenta que a mutacdo R344W presente no rapaz foi herdada pela mée (62,116).

Por sua vez, ao analisar a frequéncia da mutagdo R344W no sexo feminino, com recurso
a RettBase, verifica-se a existéncia de dois artigos cientificos, sendo o primeiro referente a mae
do rapaz anteriormente referido, que se apresentava como portadora assintomatica da mutacéo.
O segundo artigo é referente a um estudo que, apesar de identificar a mutacdo R344W num
individuo, e apesar de estar referenciada na sec¢do dos casos femininos da RettBase, ndo
especifica 0 sexo desse mesmo individuo no artigo (116,136). Por este motivo, 0 presente
trabalho ndo considerou este Ultimo caso nas respetivas conclusdes derivadas da anélise da
mutacdo R344W.
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Ao utilizar a literatura cientifica para analisar a frequéncia da mutacdo R344W, é
possivel identificar um estudo, que refere uma rapariga de 11 anos de idade, com um quadro
convulsivo muito precoce e um conjunto de sintomas tipicos de RTT, portadora da mutagédo
R344W, herdada através da mae saudavel (137). Este estudo ndo se encontra referenciado na
RettBase (62). O quadro convulsivo neste caso feminino teve inicio aos oito meses de idade.
Foram posteriormente identificados outros sintomas tipicos da RTT, nomeadamente,
hiperventilacdo, microcefalia, hipotonia, incapacidade de comunicar verbalmente,
incapacidade motora nas méos e contracdes bruscas e irregulares nas maos. Adicionalmente a
mutacdo R344W no gene MECP2, o estudo que identificou este caso feminino, identificou
simultaneamente outra mutagéo (V424M) no gene SCN2A (137).

Mutacbes no gene SCN2A estdo associadas a fendtipos diversificados. Os sintomas
principais e caracteristicos destas mutacdes sdo os de quadros epiléticos e convulsivos, que
surgem geralmente numa fase muito precoce, nos primeiros meses de vida da crianca. Os
fenotipos criados por mutacGes no gene SCN2A apresentam muitas vezes outros sintomas
associados, nomeadamente, atraso mental, perturbacdes do espectro de autismo, disfuncdes
motoras generalizadas e incapacidade de comunicar verbalmente. Foram, no entanto,
identificados também quadros de atraso mental e de autismo em individuos com mutagdes no
gene SCN2A, sem qualquer outro tipo de sintomatologia associada e sem a presenca de
episddios epiléticos e/ou convulsivos (138). Deste modo, tal como sucede com fendtipos
criados por mutacdes no gene MECP2, os quadros clinicos presentes em individuos com
mutacdes no gene SCN2A sdo muito diversificados em termos de severidade e de
sintomatologia. Adicionalmente, é possivel verificar que o conjunto de sintomas associados a
mutacdes no gene SCN2A sdo, em grande parte, sobreponiveis ao conjunto de sintomas
associados a mutacdes no gene MECP2 (7,138,139). Este facto torna dificil estabelecer uma
correlagéo entre as duas mutacOes identificadas neste caso feminino, no estudo de Liang et al
(2017), e os seus respetivos sintomas (137). Ao utilizar o programa PolyPhen-2 para avaliar a
capacidade patogenica das duas mutagdes, o programa bioinformético classifica a mutacéo
R344W no gene MECP2 como “provavelmente patogénica”, com um score de 0,997, e a

mutacdo V424M no gene SCN2A como “provavelmente patogénica”, com um score de 1.

O presente trabalho, ao analisar os fenétipos identificados portadores da mutagdo
R344W, classificou os mesmos segundo a categoria A3 do método A. Isto porque, ao associar
ao fendtipo masculino um quadro clinico com sintomas associados a RTT, como Laccone et al

(2002) descreve, é possivel considerar um fendtipo com anomalias motoras e/ou com atraso
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mental para o sexo masculino, como descreve a categoria A3 (7,35,116). Esta mesma categoria
do método A descreve, para o sexo feminino, quadros assintomaticos. O mesmo se verifica, ao
analisara o fenotipo assintomatico da mde do caso masculino identificado, e a mae

assintomatica da rapariga portadora da mutacao no gene SCN2A (35,116,137).

O outro caso feminino, portador da mutacdo R344W, apresenta um quadro com
sintomas significativos e proeminentes associados a RTT, ao invés do quadro assintomatico,
descrito pela categoria A3 (7,35,137). No entanto, este ultimo caso feminino apresenta outra
mutacdo, nomeadamente, a mutacdo V424M no gene SCN2A, ao qual é atribuida capacidade
patogénica e capacidade para originar o fendtipo identificado neste caso feminino. Por esta
razdo, ndo é considerada como valida esta discrepancia do quadro clinico identificado neste
caso feminino comparativamente aos critérios de classificacdo descritos pela categoria A3 do
método A (35,137). Assim, tendo em conta os factos expostos anteriormente, é possivel
verificar a eficacia do método A na classificacdo dos fendtipos portadores da mutacdo R344W
(35). O Quadro 3.66 ilustra a classificacdo realizada pelo método de classificacdo A aos

fenotipos identificados como portadores da mutacdo R344W.

Ao analisar a referéncia da mutacdo R344W em documentos disponiveis online, o
presente trabalho identificou uma referéncia a mutacdo em estudo num documento referente a
European Human Genetics Conference 2006. Neste documento é referido um pequeno relatorio
que refere a identificacdo da mutacdo R344W num caso masculino assintomético (140). O
presente trabalho, ao realizar a analise da mutacdo em estudo, ndo considerou este caso
masculino, uma vez que ndo se identificou nenhum artigo ou estudo publicado que refira este
mesmo caso masculino assintomatico. No entanto, ao considerar este caso masculino, verifica-
se uma ineficacia do método A, uma vez que este fendtipo assintoméatico no sexo masculino

ndo se enquadra nos critérios de classificacdo da categoria A3 do método A (35,140).

Quadro 3.66 - Classifica¢ao dos fenotipos com a mutacédo p.R344W, através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVAQOES

METODO CATEGORIA

Os fendtipos cumprem os critérios da categoria A3 (35). No sexo
A A3* masculino esta presente um fendtipo com anomalias motoras e/ou

com atraso mental (116). Por sua vez, no sexo feminino, esta
presente um fenotipo assintomatico (116,137).

*Nao foi considerado o caso mencionado no documento disponivel online, relativo a Human Genetics
Conference 2006 (140)
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3.5.3.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

O presente trabalho, ao analisar o fen6tipo masculino portador da mutacdo R344W com
recurso aos critérios de classificacdo do método B, classificou a mutacdo com a categoria
intermédia B2-B3. Isto porque, o artigo de Laccone et al (2002) refere apenas que 0 caso
masculino identificado apresenta um fen6tipo com sintomas associados @ RTT, sem especificar
a sua severidade. Deste modo, o presente trabalho classificou com uma severidade intermédia
esta mutacdo, nomeadamente, entre a categoria B2, que estabelece, no sexo masculino, um
quadro clinico com sintomas pouco severos ou pouco significativos de RTT, e entre a categoria
B3, que estabelece um quadro clinico com sintomas proeminentes de RTT (7,35,116). Com
base na classificacdo realizada anteriormente, é possivel extrapolar um fendtipo feminino
associado a mutacdo R344W. Assim, os quadros clinicos para o sexo feminino, associados a
categoria intermédia B2-B3 do método B, sdo de quadros assintomaticos e/ou de quadros
clinicos com sintomas pouco severos ou pouco significativos de RTT. Ao analisar os fendtipos
femininos identificados, portadores da mutacdo R344W, verifica-se fendtipos assintomaticos,
nomeadamente, a mae do caso masculino, descrito por Laccone et al (2002), e a mae da rapariga
portadora da mutacdo V424M no gene SCN2A (35,116,137).

N&o é aqui considerado o outro caso feminino, também portador da mutacdo R344W,
que apresenta um quadro com sintomas proeminentes de RTT, uma vez que este apresenta
simultaneamente a mutacdo V424M no gene SCN2A, ao qual é atribuida a capacidade
patogénica e a capacidade para originar o quadro clinico identificado neste caso feminino. Este
caso feminino ndo estd englobado pelos critérios de classificacdo da categoria intermédia B2-
B3 e, por isso, ndo é considerado no processo de classificacdo da mutacdo R344W.
Considerando o exposto anteriormente, é possivel confirmar a eficacia da classificacdo da

mutacdo R344W com recurso ao método B (35,137).

O presente trabalho ndo considerou o caso masculino assintomatico descrito no
documento disponibilizado online, referente a European Human Genetics Conference 2006,
uma vez que ndo se identificou nenhum artigo ou estudo publicado que refira este caso
masculino assintomatico. No entanto, ao considerar este caso, é possivel verificar uma
ineficacia do método B, uma vez que este fendtipo assintomatico no sexo masculino ndo se

esquadra nos critérios de classificacdo da categoria intermédia B2-B3 do método B (35,140).
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Quadro 3.67 - Classificacdo da mutacdo p.R344W, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIACAO
METODO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

A categoria intermédia B2-B3 € a categoria que melhor
descreve os fendtipos da mutagdo (35). O fendtipo
masculino apresenta um feno6tipo com sintomatologia
associada a quadros de RTT, com uma severidade
compreendida entre a categoria B2, que estabelece, no
EEICAZ* | SEXO masculino, um qua_d_ro c_Iinico com sintomas pouco
B B2-B3 1 severos ou pouco significativos de RTT, e e entre a
(+1) categoria B3, que estabelece um quadro clinico com
sintomas proeminentes de RTT (7,35,116). Por outro
lado, no sexo feminino, estdo identificados na literatura
quadros assintomaticos, que correspondem aos critérios
de classificacdo descritos pela categoria B2, que esta
englobada na categoria B2-B3 (35,116,137).

*Na&o foi considerado o caso mencionado no documento disponivel online, relativo a Human Genetics
Conference 2006 (140)

3.5.4 p.A358T (C.1072 G -»A)

Ao utilizar a Rettbase para analisar a frequéncia da mutacdo A358T no sexo masculino
é possivel identificar dois estudos (122,136). O primeiro estudo menciona um rapaz com um
quadro de encefalopatia epilética (122). O segundo estudo é referente a um caso masculino
saudavel (136). Por sua vez, ao analisar a frequéncia da mutacdo A358T no sexo feminino,
foram identificadas quatro raparigas portadoras da mutagdo (136,141,142). Dos quatro casos
femininos, dois apresentam sintomatologia associada, nomeadamente, de XLMR e de RTT
(136,141). Os restantes dois casos femininos séo referentes a casos assintomaticos (141,142).
O estudo de Chen et al (2020), que permitiu identificar dois casos portadores da mutacéo
A358T, nomeadamente um caso masculino com um quadro de esquizofrenia, e um caso

feminino assintomatico, ndo se encontra mencionado na base de dados RettBase (142).

O estudo de Zvereff et al (2012), que identificou o caso masculino assintomatico,
permitiu concluir que esta mutagdo ndo apresenta capacidade patogénica (116,136). Ao utilizar
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0 programa PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica da mutacdo A358T, 0 mesmo
classifica-a como “benigna”, com um score de 0. No entanto, ndo esta excluida a hipotese de
mosaicismo celular no caso masculino assintomatico identificado. A presenca de mosaicismo

celular poderia explicar o quadro assintomatico identificado (35,136).

Considerando as conclusdes do estudo de Zvereff et al (2012), e a avaliacdo do
programa bioinformatico, que permite corroborar a conclusao que afirma que a mutacdo A358T
é benigna, o presente trabalho, em conformidade com o estabelecido no ponto 2.5, classificou

a mutagdo A358T como uma mutacdo sem capacidade patogénica (116,136).

Ao analisar a mutacdo em estudo com recurso ao método A, verifica-se que 0s critérios
de classificagdo deste método ndo englobam mutacfes ndo patogénicas, uma vez que apenas
classifica fendtipos com sintomatologia associada (35,136). O Quadro 3.68 ilustra a néo

abrangéncia do método A na classificacdo dos fendtipos identificados com a mutacdo A358T.

Quadro 3.68 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.A358T, através do método A
CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVAC}OES

METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fendétipos
portadores de mutagcfes ndo patogénicas. Este método sé tem em
conta fendtipos com sintomatologia associada. Deste modo,
mutacbes que originam quadros assintomaticos ndo se
enquadram neste método (35).

Apesar dos diversos fendtipos identificados portadores da
A N / A mutacdo A358T, ndo se deve realizar uma correlacdo entre 0s

quadros sintomatolégicos identificados e a mutacdo em estudo
(122,136,141,142). Isto porgue, foi demonstrado, tanto no estudo
de Zvereff et al (2012) (136), como através do programa
PolyPhen-2, que a mutagdo é ndo patogénica, ndo apresentando
por isso a capacidade para originar qualquer quadro
sintomatoldgico. Esta classificacdo é realizada em concordancia
com as duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho.

N/A — Ndo aplicavel

3.5.4.1 Classificacédo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutagdo p.A358T segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.69), sendo que esta mutagdo é classificada como pertencendo a

categoria B1.
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Quadro 3.69 - Classificacdo da mutacdo p.A358T, atraves do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

- OBSERVACOES
AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). O estudo de Zvereff et al (2012) (136) e o
programa  PolyPhen-2 ~ comprovam a  néo
Eficaz patogenicidade da mutagdo em estudo.

(+1) Esta classificagdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢des necessarias para
0 método B considerar mutages como benignas.

3.5.5 p.S359P (c.1075 T -»C)

A mutacdo S359P foi identificada em dois casos masculinos, através de um estudo que
se encontra referido na RettBase. Um é referente a um rapaz com um quadro de atraso mental
e um conjunto de diversos sintomas tipicos de quadros de RTT, nomeadamente: atraso no
desenvolvimento psicomotor, ataxia, movimentos estereotipados nas maos, incapacidade de
comunicar verbalmente, hiperventilacdo, bruxismo, dismorfismo facial, convulses, distarbios
vasomotores periféricos, obstipacdo e risos/gargalhadas/comportamentos inapropriados. Por
sua vez, 0 primo em primeiro grau do rapaz referido anteriormente, apresenta-se também como

portador da mutacdo S359P, mas com um quadro assintomatico (62,143).

Ao analisar a frequéncia da mutagdo S359P no sexo feminino, verifica-se a existéncia
de quatro casos femininos com um quadro assintomatico, todos pertencentes a familia
identificada por Moncla et al (2002). Existe adicionalmente outro caso feminino, também

portador da mutacdo em estudo, com um quadro de RTT (119,143).

No entanto, a identificacdo de um caso masculino assintomatico portador da mutacéo
S359P, permitiu concluir que esta mutagdo ndo apresenta capacidade patogénica, tratando-se,
por isso, de um polimorfismo genético (116,143). Ao utilizar o programa bioinformatico

PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica da mutacdo S359P, o mesmo classifica a
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mutacdo como “benigna”, com um score de 0. Deste modo, e em concordancia com as
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho, considerou-se a mutagcdo S359P
como benigna, sem capacidade patogénica. O Quadro 3.70 ilustra a ndo abrangéncia do método

A relativamente a classificacdo de fendtipos assintomaticos associados a mutacdes benignas.

Quadro 3.70 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.S359P, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fenotipos
portadores de mutacGes ndo patogénicas. Este método s6 tem em
conta fendtipos com sintomatologia associada. Deste modo,
mutacbes que originam quadros assintomaticos ndo se
enquadram neste metodo (35).

Apesar dos diversos fendtipos identificados portadores da
A N/A | mutagio S359P, ndo se deve realizar uma correlagéo entre os
quadros sintomatolégicos identificados e a mutacdo em estudo
(119,143). Isto porque, foi demonstrado, tanto no estudo de
Moncla et al (2002) (143), como através do programa PolyPhen-
2, que a mutacdo é ndo patogénica, ndo apresentando, por isso, a
capacidade para originar qualquer quadro sintomatoldgico. Esta
classificacdo é realizada em concordancia com as duas premissas
estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho.

N/A — Né&o aplicavel

3.5.5.1 Classificacao e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.S359P segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.71), sendo que esta mutacdo classificada como pertencendo a

categoria B1.
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Quadro 3.71 - Classificagdo da mutacdo p.S359P, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIACAO
METODO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). O estudo de Moncla et al (2002) (143), e o
programa  PolyPhen-2 ~ comprovam a  néo
Eficaz patogenicidade da mutacé&o.

(+1) Esta classificacdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢des necessarias para
0 método B considerar muta¢6es como benignas.

3.5.6 p.P376S (c.1126 C -»T)

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar a frequéncia da mutacdo P376S,
verifica-se a existéncia de trés estudos que identificam trés casos masculinos portadores da
mutacdo (62,115,116,126). Um dos casos é referente a um rapaz com uma perturbacdo do
espectro de autismo e com um quadro de atraso mental (115). Os restantes dois casos
masculinos sdo referentes a casos assintomaticos (116,126). Existem adicionalmente dois
estudos publicados que identificam mais trés casos masculinos portadores da mutagdo P376S.
Destes ultimos trés casos, dois apresentam quadros clinicos com sintomatologia associada, e

outro é referente a um caso assintomatico (117,144).

A presenca da mutacdo P376S em casos masculinos saudaveis permitiu concluir que a
mesma ndo apresenta capacidade patogénica (116,117,126). Para corroborar esta concluséo
utilizou-se o programa PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica da mutagdo. Este

programa bioinformatico classifica a mutacdo P376S como “benigna”, com um score de 0.

Apesar dos dados expostos anteriormente evidenciarem a mutacdo P376S como um
polimorfismo, a possibilidade de a mutacdo ter capacidade patogenica ndo fica totalmente
excluida. Isto porque, existe a possibilidade de existir um mosaicismo celular para a mutacao

nos casos masculinos assintomaticos identificados. Isto permitiria ocultar qualquer
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sintomatologia associada a mutacdo P376S (35,116,117,126). Realca-se também que existem

estudos sobre o impacto da mutacéo e o seu efeito fisioldgico que permitem concluir que existe

uma significativa probabilidade de a mutacdo P376S apresentar capacidade para originar

quadros sintomatologicos (144).

Deste modo, em concordancia com as premissas estipuladas no ponto 2.5 do presente

trabalho, considerou-se a mutacdo P376S como um polimorfismo genético sem capacidade

patogénica. O Quadro 3.72 ilustra a ndo abrangéncia do método de classificacdo A na

classificacdo de mutagdes benignas.

Quadro 3.72 - Classificacdo dos feno6tipos com a mutacdo p.P376S, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

METODO CATEGORIA

OBSERVACOES

A N/A

O método A ndo contempla a classificacdo de fenotipos
portadores de mutacdes ndo patogénicas. Este método sé tem
em conta feno6tipos com sintomatologia associada. Deste modo,
mutacfes que originam quadros assintomaticos ndo se
enguadram neste méetodo (35).

Apesar de existirem fendtipos portadores da mutacdo P376S
associados a quadros sintomatoldgicos, ndo se deve realizar
uma correlacdo entre esses quadros e a mutacdo (115-
117,126,144). Isto porque, foi demonstrado, tanto através de
casos masculinos assintomaticos, como através do programa
PolyPhen-2, que a mutacdo €é ndo patogénica, ndo
apresentando, por isso, a capacidade para originar quadros
sintomatoldgicos (116,117,126). Esta classificacdo é realizada
em concordancia com as duas premissas estabelecidas no ponto
2.5 do presente trabalho.

N/A — Ndo aplicavel

3.5.6.1 Classificacao e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutagdo p.P376S segundo o método de

classificacdo B (Quadro 3.73), sendo que esta é classificada como pertencendo a categoria B1.
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Quadro 3.73 - Classificagdo da mutacdo p.P376S, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

. OBSERVACOES
AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). A analise clinica dos casos masculinos
assintomaticos portadores da mutacdo, e o programa
) PolyPhen-2, comprovam a ndo patogenicidade da
B B1 Eficaz mutacdo em estudo (116,117,126).
(+1) o -
Esta classificacdo € realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢des necessarias para
0 método B considerar mutagdes como benignas.

3.5.7 p.A378V (c.1133 C -»T)

A base de dados RettBase identifica a mutagdo A378V num caso masculino
assintomatico. Este caso corresponde a um pai de uma rapariga, que se apresenta, também,
como portadora da mutacdo A378V. No entanto, este ultimo caso feminino apresenta, ao

contrario do pai, um quadro sintomatoldgico de RTT (62,65).

O estudo que identificou o caso masculino assintomatico mencionado anteriormente
conclui que a mutacdo A378V é um polimorfismo genético raro, sem capacidade patogénica
(65). Ao utilizar o programa PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica da mutacdo, o

mesmo classifica a mutagdo A378V como “possivelmente patogénica”, com um score de 0,895.

Assim, ao considerar simultaneamente 0 caso masculino assintomatico portador da
mutacdo em estudo, e a classificacdo de “possivelmente patogénica” por parte do programa
bioinformético PolyPhen-2, o presente trabalho considerou a mutagdo A378V como benigna,
sem capacidade patogénica (65,116). Esta consideragdo teve em conta as premissas estipuladas
no ponto 2.5 do presente trabalho, que estipula que na presengca de casos masculinos
assintomaticos portadores da mutagdo em estudo, apenas se deve considerar essa mutacdo com

capacidade patogénica, se se verificar uma classificagdo de “provavelmente patogénica” por
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parte do programa PolyPhen-2. As premissas estipuladas no ponto 2.5 pretendem salvaguardar
a possibilidade de classificar erroneamente mutacGes benignas como patogénicas, e vice-versa.
Neste caso em concreto, e em concordancia com as premissas estabelecidas no ponto 2.5, o
presente trabalho optou por adotar a mesma conclusao de Fukuda et al (2005), nomeadamente,
que a mutacdo A378V se trata de uma mutacdo sem capacidade patogenica. Esta concluséo
privilegia os dados clinicos evidenciados pelo caso masculino assintomaético, ao invés dos dados
probabilisticos demonstrados pelo programa PolyPhen-2 (65,116). N&o fica, no entanto,
excluida a hipdtese de existir um mosaicismo celular para a mutacdo no caso masculino
assintomatico. O mosaicismo permitiria ocultar qualquer sintomatologia associada a mutacao
P378V. O Quadro 3.74 ilustra a ndo abrangéncia do método A na classificagdo de fenotipos

portadores de mutacdes nao patogénicas.

Quadro 3.74 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.A378V, através do método A

CORRELAGAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVAC}OES

METODO CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fendtipos
portadores de mutacGes ndo patogénicas. Este método s6 tem
em conta fenoOtipos com sintomatologia associada. Deste
A N / A modo, mutacBes que originam quadros assintomaticos ndo se
enguadram neste método (35).

Esta classificacdo € realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho.

N/A — Néo aplicavel

3.5.7.1 Classificagéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.A378V segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.75), sendo que esta mutacdo é classificada como pertencendo a

categoria B1.
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Quadro 3.75 - Classificacdo da mutagdo p.A378V, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIAGAO
METODO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). O caso masculino assintomético portador da
mutacdo permite comprovar a ndo patogenicidade da

Eficaz mutacéo (65).

(+1) Esta classificacéo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢des necessarias para
0 método B poder considerar mutacGes como benignas.

3.5.8 p.P381A (c.1141 C -»G)

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar a frequéncia da mutacdo P381A, é
mencionado um estudo que identifica a mutacdo no seio de uma familia. Este estudo identifica
a mutacdo P381A numa rapariga com um quadro de RTT e no seu pai assintomatico. A
identificacdo da mutagdo num caso masculino saudavel permitiu concluir que a mutagdo P381A
ndo apresenta capacidade patogénica, sendo, por isso, um polimorfismo genético benigno
(62,145).

De forma a confirmar esta consideracédo, utilizou-se o programa PolyPhen-2 para
analisar a capacidade patogénica da mutagdo. Este programa bioinformético classifica a
mutagdo P381A como “benigna”, com score de 0,003. Assim, considerando a classificagdo do
programa PolyPhen-2 e a conclusao do estudo de Pan et al (2002) (145), que identificou o caso
masculino assintomatico, o presente trabalho também classificou a mutagdo P381A como um
polimorfismo benigno sem capacidade patogénica. Esta classificacdo estd em concordéncia
com as premissas estipuladas no ponto 2.5 do presente trabalho. Néo fica, no entanto, excluida
a hipdtese de existir um mosaicismo celular para a mutagdo no caso masculino assintomatico.

O mosaicismo permitiria ocultar qualquer sintomatologia associada a mutagdo P381A (35,145).
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O Quadro 3.76 ilustra a ndo abrangéncia do metodo A na classificacdo de fendtipos portadores
de mutacgBes ndo patogénicas.

Quadro 3.76 - Classificacdo dos fenotipos com a mutacao p.P381A, atraves do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES
METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fendtipos
portadores de mutacdes ndo patogénicas. Este método sé tem
em conta fenotipos com sintomatologia associada. Deste modo,
A N / A mutacfes que originam quadros assintomaticos ndo se
enguadram neste metodo (35).

Esta classificacdo é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho.

N/A — Néo aplicavel

3.5.8.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.P381A segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.77), sendo esta mutagdo classificada como pertencendo a categoria
B1.

Quadro 3.77 - Classificacdo da mutacdo p.P381A, através do método B — O método B
pretende classificar as mutacfes no gene MECP2 segundo os fenotipos apresentados nos dois
sexos. A avaliagdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fendtipos apresentados pela mutacdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIACAO
METODO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O método B classifica a mutagdo com a categoria B1
(35). O caso masculino assintomatico portador da
mutacdo em estudo e o programa PolyPhen-2 permitem
Eficaz | comprovar a nédo patogenicidade da mutacdo (145).

(+1) Esta classificagdo e realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢fes necessarias para
0 método B considerar mutagdes como benignas.
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3.5.9 p.P387L (c.1160 C -»T)

A base de dados RettBase menciona a mutacdo P387L através de um estudo que
identifica um rapaz com uma mutacdo que origina uma substituicdo na base nitrogenada
citosina pela base nitrogenada timina na posi¢do 1160 do gene MECP2 (61,62). Este rapaz
apresenta um quadro de atraso mental e o estudo que o identifica descartou, através de analises
moleculares, a presenca da sindrome de X fragil, uma causa bem conhecida e comum de atraso
mental (61).

Esta mesma mutacdo foi identificada noutro estudo (146) que ndo se encontra
mencionado na base de dados RettBase. Por sua vez, este estudo identifica a mutacdo P387L
numa rapariga de 30 meses de idade e no seu pai assintomatico. A rapariga portadora da
mutacdo apresenta um periodo de regressdao, com a perda da capacidade de comunicar
verbalmente e um quadro sintomatolégico caracterizado pela presenca de movimentos

estereotipados nas maos e pela presenca de incontinéncia fecal (146).

O facto de se ter identificado a mutacdo P387L num caso masculino assintomatico
revela uma alta probabilidade de esta mutagdo ndo apresentar capacidade patogénica (116,146).
Deste modo, utilizou-se o programa PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica da
mutacdo P387L. Este programa classifica a mesma como “benigna”, com um score de 0,421.
O programa PolyPhen-2 corrobora a alta probabilidade de a mutacdo ndo apresentar capacidade
patogénica. Utilizou-se o site da National Center for Biotechnology Information (NCBI) para
confirmar se a substituicdo da base nitrogenada citosina pela base nitrogenada timina, na
posicdo 1160 do gene MECP2, origina de facto uma substituicdo do aminoacido prolina pelo
aminoécido leucina. O NCBI, para aléem de confirmar a existéncia da substituicdo dos
aminoacidos e a existéncia do polimorfismo P387L, descreve esta mutacdo com uma alta

probabilidade de ser um polimorfismo genético benigno, sem capacidade patogénica (147).

Assim, considerando as duas premissas estipuladas no ponto 2.5 do presente trabalho, o
caso masculino assintomatico portador da mutagdo em estudo, e a classifica¢do realizada pelo
programa PolyPhen-2, o presente trabalho considerou a mutacdo P387L como um
polimorfismo genético benigno, sem capacidade patogénica (146). O Quadro 3.78 ilustra a
tentativa de classificar os fenotipos portadores da mutacdo P387L através de critérios de
classificacdo do método A, tendo em conta que este método ndo abrange fendtipos portadores

de polimorfismos benignos no gene MECP2.

123



A Origem Genética da Sindrome de Rett no Sexo Masculino

Quadro 3.78 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.P387L, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

METODO CATEGORIA

OBSERVACOES

N/A

O método A ndo contempla a classificacdo de fenotipos
portadores de mutacdes ndo patogenicas. Este método so tem
em conta fenotipos com sintomatologia associada. Deste modo,
mutacbes que originam quadros assintomaticos ndo se
enquadram neste método (35).

Apesar de existirem fenotipos portadores da mutacdo P387L
associados a quadros sintomatologicos, ndo se deve realizar
uma correlagéo entre esses quadros e a mutacdo. Isto porque,
foi demonstrado, tanto através do caso masculino
assintomatico, como através do programa PolyPhen-2, que a
mutacdo ndo apresenta capacidade patogénica, nem capacidade
para originar qualquer quadro sintomatologico (61,146). Esta
classificacdo é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho.

N/A — N&o aplicavel

3.5.9.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.P387L segundo o método de

classificacdo B (Quadro 3.79), sendo esta mutacgdo classificada como pertencendo a categoria

Bl.

Quadro 3.79 - Classificacdo da mutacao p.P387L, através do método B — O método B
pretende classificar as mutacfes no gene MECP2 segundo os fenotipos apresentados nos dois
sexos. A avaliagdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fendtipos apresentados pela mutacdo em estudo.

Bl

(+1)

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO i OBSERVAC(N)ES
- AVALIACAO
METODO | CATEGORIA | AVALIALE
O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). O caso masculino assintomatico portador da
mutacdo em estudo e o programa PolyPhen-2 permitem
Eficaz | comprovar a nédo patogenicidade da mutacédo (146).

Esta classificacdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢fes necessarias para
0 metodo B considerar mutagfes como benignas.
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3.5.10 p.E394K (c.1180 G -»A)

Ao analisar a frequéncia da mutagdo E394K no sexo masculino atraves da base de dados
RettBase, sdo referenciados dois estudos que identificam, no total, trés casos masculinos
portadores da mutacéo (62,64,148). O primeiro estudo, de Yntema et al (2002) (64), identificou
a mutacdo E394K num rapaz com um quadro de atraso mental. Ao analisar os familiares deste
rapaz, o estudo identificou também a mutagdo na mée e no avd materno. Por se detetar a
mutacdo E394K num caso masculino assintomatico, Yntema et al (2002), concluiram que a
mutacdo ndo apresenta capacidade patogénica, tratando-se, por isso, de um polimorfismo

genético benigno (64).

O segundo estudo referenciado na Rettbase identificou a mutacdo numa rapariga com
RTT e no seu pai assintomatico (148). Este segundo estudo corrobora as conclusées de Yntema
et al (2002), pois a identificacdo de mais um caso masculino assintomatico portador da mutacao
permite confirmar a inexisténcia de patogenicidade na mutacdo E394K (64,148). Existe, no
entanto, outro estudo publicado, que ndo se encontra referenciado na RettBase, e que identifica
um rapaz portador da mutacdo E394K com uma perturbacéo do espectro de autismo e com um

quadro de atraso mental (149).

Foi utilizado o programa bioinformatico PolyPhen-2 para avaliar a capacidade
patogénica da mutacao em estudo. Este classifica a mutagcao E394K como “benigna”, com um
score de 0. Assim, o programa bioinformatico corrobora as conclusdes dos artigos expostos
anteriormente (64,148). Considerando a classificacdo do programa PolyPhen-2 e os casos
masculinos assintomaticos portadores da mutacdo identificados (64,116,148), o presente
trabalho classificou a mutacdo E394K como um polimorfismo genético benigno, sem
capacidade patogénica. Esta classificacdo esta de acordo com as premissas estipuladas no ponto
2.5 do presente trabalho. O Quadro 3.80 ilustra a ndo abrangéncia do método A na classificacao

de fenotipos portadores de mutagcfes ndo patogénicas.
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Quadro 3.80 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.E394K, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES
METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fenotipos
portadores de mutacdes ndo patogenicas. Este método s6 tem
em conta fenotipos com sintomatologia associada. Deste modo,
A N / A mutacbes que originam quadros assintomaticos ndo se
enquadram neste método (35).

Esta classificacdo é realizada em concordéncia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho.

N/A — N&o aplicavel

3.5.10.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutagdo p.E394K segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.81), sendo que esta mutacdo € classificada como pertencendo a

categoria B1.

Quadro 3.81 - Classificacdo da mutacdo p.E394K, atraveés do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fen6tipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutacdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

. OBSERVACOES
AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). Os casos masculinos assintomaticos portadores da
mutacdo em estudo e o programa PolyPhen-2 permitem
Eficaz | comprovar a n&o patogenicidade da mutacéao (64,148).

(+1) Esta classificacdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢fes necessarias para
0 método B considerar mutagdes como benignas.
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3.5.11 p.E397K (c.1189 G -»A)

Ao utilizar a RettBase para analisar a frequéncia da mutagcdo E397K no sexo masculino,
sdo evidenciados cinco estudos que identificam, no total, cinco casos masculinos
(26,62,64,67,120,143). Destes casos, quatro sdo referentes a casos de atraso mental ou de
autismo (64,67,120,143). No entanto, o Gltimo caso masculino, portador da mutacdo E397K,
identificado no estudo de Wan et al (1999) (26), € de um rapaz assintomatico. Deste modo,
Wan et al (1999), concluiram que a mutacdo E397K ndo apresenta capacidade patogeénica,
tratando-se, por isso, de um polimorfismo genético benigno (26). No entanto, ndo fica excluida
a hipdtese de existir um mosaicismo celular para a mutacdo em estudo no caso masculino
assintomatico. O mosaicismo permitiria ocultar qualquer sintomatologia associada a mutagao
E397K (26,35).

Para corroborar as conclusdes do estudo de Wan et al (1999), utilizou-se o programa
PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica da mutacdo em estudo. O programa
bioinformatico classifica a mutagdo E397K como “benigna”, com um score de 0, 0 que permite
corroborar a inexisténcia de patogenicidade associada a mutacdo E397K (26). Considerando a
classificagdo do programa PolyPhen-2 e o caso masculino assintomético portador da mutacéo
(26), o presente trabalho classificou também a mutagdo E397K como um polimorfismo genético
benigno, sem capacidade patogénica. Esta classificacdo estad de acordo com as premissas
estipuladas no ponto 2.5 do presente trabalho. O Quadro 3.82 ilustra a ndo abrangéncia do

método A na classificacdo de fenotipos portadores de mutagdes ndo patogénicas.

Quadro 3.82 - Classificacdo dos fen6tipos com a mutacao p.E397K, através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES
METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fendtipos

portadores de mutacdes ndo patogénicas. Este método sé tem

em conta fenotipos com sintomatologia associada. Deste modo,

A N / A mutacBes que originam quadros assintomaticos nao se
enquadram neste metodo (35).

Esta classificagcdo é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho.

N/A — Ndo aplicavel
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3.5.11.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutagdo p.E397K segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.83), sendo que esta mutacdo é classificada como pertencendo a

categoria B1.

Quadro 3.83 - Classificacdo da mutacdo p.E397K, atraves do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). O caso masculino assintomatico portador da
mutacdo em estudo e o programa PolyPhen-2 permitem
Eficaz | comprovar a ndo patogenicidade da mutacéo (26).

(+1) Esta classificacdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢des necessarias para
0 método B considerar mutagdes como benignas.

3.5.12 p.P399L (c.1196 C -»T)

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar a frequéncia da mutacdo P399L, sdo
evidenciados dois estudos que identificam, no total, dois casos masculinos portadores da
mutacdo em estudo (61,62,116). O estudo de Couvert et al (2001) (61), foi o primeiro a
identificar a mutagdo P399L, nomeadamente, num rapaz com um quadro de atraso mental.
Estabeleceu, por isso, uma correlagdo entre a mutagdo P399L e o quadro sintomatoldgico
identificado (61). Pouco tempo depois, foi publicado outro estudo que permitiu identificar
novamente a mutacdo P399L. Neste Gltimo estudo, de Laccone et al (2002), foi possivel
comprovar a inexisténcia de patogenicidade associada & mutacdo P399L, uma vez que foi
identificado um caso masculino assintomatico portador da mutacéo (116). No entanto, nao fica

excluida a hipotese de existéncia de mosaicismo celular para a mutacdo no caso masculino
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assintomatico identificado. A presenca de mosaicismo permitiria ocultar qualquer

sintomatologia associada & mutacéo (35,116).

De forma a corroborar as conclusées do estudo de Laccone et al (2002), utilizou-se o
programa PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica da mutacdo. Este programa
classifica a mutagdo P399L como “benigna”, com um score de 0,089. Esta classificagdo permite
corroborar a inexisténcia de patogenicidade associada a mutacdo. Assim, considerando a
classificacdo do programa PolyPhen-2 e 0 caso masculino assintomatico portador da mutagéo,
o presente trabalho classificou a mutagdo P399L como um polimorfismo genético benigno, sem
capacidade patogénica (116). O Quadro 3.84 ilustra a ndo abrangéncia do método A na

classificacdo de fenotipos portadores de mutacdes ndo patogénicas.

Quadro 3.84 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.P399L, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fenotipos
portadores de mutacdes ndo patogénicas. Este método s6 tem
em conta fenotipos com sintomatologia associada. Deste modo,
A N / A mutacbes que originam quadros assintomaticos ndo se
enquadram neste método (35).

Esta classificacdo é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5.

N/A — Né&o aplicavel

3.5.12.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.P399L segundo o metodo de
classificacdo B (Quadro 3.85), sendo que esta mutagdo é classificada como pertencendo a

categoria B1.
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Quadro 3.85 - Classificacdo da mutacdo p.P399L, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIAGAO
METODO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). O caso masculino assintomético portador da
mutacdo em estudo e o programa PolyPhen-2 permitem
Eficaz | comprovar a ndo patogenicidade da mutagéo (116).

(+1) Esta classificacdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢des necessarias para
0 método B considerar mutagfes como benignas.

3.5.13 p.S401N (c.1202 G -»A)

A mutacdo S401N é referenciada na base de dados RettBase num estudo que permitiu
identificar uma rapariga, portadora da mutagcdo em estudo, com uma perturbacdo do espectro
de autismo e com um quadro de atraso mental (62,77). Este mesmo estudo identificou que o pai
da rapariga era portador assintoméatico da mutacdo S401N. Este caso masculino permitiu
evidenciar a inexisténcia de patogenicidade associada a mutacdo S401N (77). No entanto, ndo
fica excluida a hipdtese de existéncia de mosaicismo celular para a mutacdo neste caso
masculino assintomatico, uma vez que o0 mosaicismo celular permitiria ocultar qualquer

sintomatologia (35,77).

Foi utilizado o programa bioinformatico PolyPhen-2 para avaliar a capacidade
patogénica da mutagdo. Este programa classifica a mutagao S401N como “benigna”, com um
score de 0,244. Esta classificacdo permite corroborar a inexisténcia de patogenicidade associada
a mutagdo. Deste modo, considerando a classificacdo do programa PolyPhen-2 e o caso
masculino assintomatico, o presente trabalho classificou também a mutagdo S401N como um
polimorfismo genético, sem capacidade patogénica (77,116). Esta classificacao estd de acordo

com as premissas estipuladas no ponto 2.5 do presente trabalho. O Quadro 3.86 ilustra a ndo

130



A Origem Genética da Sindrome de Rett no Sexo Masculino

abrangéncia do metodo A na classificacdo de fendtipos portadores de mutagBes néo
patogénicas.

Quadro 3.86 - Classificacdo dos feno6tipos com a mutacao p.S401N através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES
METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fenotipos
portadores de mutacdes ndo patogenicas. Este método s6 tem
em conta fenotipos com sintomatologia associada. Assim,
A N / A mutacbes que originam quadros assintomaticos ndo se
enquadram neste metodo (35).

Esta classificacdo é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho.

N/A — N&o aplicavel

3.5.13.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.S401N segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.87), sendo que esta mutacdo é classificada como pertencendo a

categoria B1.

Quadro 3.87 - Classificacdo da mutacdo p.S401N, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagcdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). O caso masculino assintomatico portador da
mutacdo em estudo e o programa PolyPhen-2 permitem
Eficaz | comprovar a ndo patogenicidade da mutagéo (77).

(+1) Esta classificacdo e realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢des necessarias para
0 método B considerar mutagdes como benignas.
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3.5.14 p.P402L (c.1207 C -»T)

Utilizou-se a base de dados RettBase para analisar a frequéncia da mutacdo P402L. Esta
é referenciada apenas num estudo que permitiu identificar a mutacdo no seio de uma familia
(62,115). Neste estudo, de Beyer et al (2002) (115), a mutacéo foi primeiramente identificada
numa rapariga com uma perturbacao do espectro de autismo. Posteriormente, verificou-se que
a irm& e o primo em primeiro grau da rapariga referida anteriormente sdo também portadores
da mutacdo P402L. O primo apresenta um quadro sintomatoldgico de autismo e a irma
apresenta-se como portadora assintomatica. No entanto, o pai da rapariga com o quadro de
autismo apresenta-se também como portador da mutagdo, mas sem qualquer sintomatologia
associada. A identificacdo deste caso masculino assintomatico permitiu inferir a inexisténcia de
patogenicidade associada a mutacdo P402L (115). Contudo, ndo fica descartada a hipdtese de
existéncia de mosaicismo celular para a mutacdo no caso masculino assintomatico. O

mosaicismo permitiria ocultar qualquer sintomatologia associada a mutacéao (35,115).

Usou-se o programa PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica da mutacéo. Este
programa bioinformatico classifica a mutagdo P402L como “benigna”, com um score de 0. Esta
classificacdo corrobora a inexisténcia de patogenicidade. Deste modo, considerando a
classificacdo realizada pelo programa PolyPhen-2 e os dados disponiveis no estudo de Beyer et
al (2002), que demonstram a inexisténcia de patogenicidade associada a mutacéo, o presente
trabalho classifica a mutacdo P402L como um polimorfismo genético benigno, sem capacidade
patogénica (35,115,116). O Quadro 3.88 ilustra a ndo abrangéncia do método A na classificacdo
de fenotipos portadores de mutagdes ndo patogénicas.

Quadro 3.88 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.P402L, através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES
METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fendtipos
portadores de mutagdes ndo patogénicas. Este método s6 tem
em conta fenotipos com sintomatologia associada. Assim,
A N / A mutacBes que originam quadros assintomaticos nao se
enquadram neste metodo (35).

Esta classificagcdo é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho.

N/A — Ndo aplicavel
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3.5.14.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificagdo da mutacdo p.P402L segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.89), sendo que esta mutacdo é classificada como pertencendo a

categoria B1.

Quadro 3.89 - Classificacdo da mutacdo p.P402L, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

_ OBSERVACOES
AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). O caso masculino assintomatico portador da
mutacdo e o0 programa PolyPhen-2 permitem
Eficaz | comprovar a ndo patogenicidade da mutacdo (115).

(+1) Esta classificacdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5, que
contemplam as condi¢des necessarias para 0 método B
considerar mutagdes como benignas.

3.5.15 p.P405L (c.1214 C -»T)

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar a frequéncia da mutacdo P405L,
identificou-se dois estudos que, no total, identificam dois rapazes portadores da mutacéo.
Ambos 0s casos masculinos apresentam um quadro de atraso mental associado a outros
sintomas tipicos de RTT, nomeadamente, movimentos estereotipados nas maos, autismo,
episddios epiléticos e/ou convulsivos, incapacidade de comunicar verbalmente, perda da
capacidade motora nas méos, dismorfismo facial e macrocefalia (62,121,150). Um dos estudos
permitiu identificar a mutacdo P405L na mde e na irma de um dos rapazes. Ambas
apresentavam um quociente de inteligéncia abaixo da média e um quadro epilético (121). Néo

se identificou, na literatura cientifica, mais nenhum caso identificado com a mutagdo P405L.

A mutacdo P405L ocorre num aminoacido altamente conservado da proteina MeCP2 e

numa regido critica para a funcéo da proteina, uma vez que esta regido € responsavel por realizar
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interagdes entre a proteina MeCP2 e o ADN (121,151,152). Assim, a mutagdo P405L pode
afetar a fungdo da proteina MeCP2, existindo, por isso, a probabilidade de ter capacidade
patogénica (121).

Para avaliar a capacidade patogénica da mutacdo, utilizou-se o programa PolyPhen-2.
Este programa bioinformatico classifica a mutagdo como “provavelmente patogénica” com um
score de 1. Esta classificacdo corrobora a existéncia de patogenicidade associada a mutacao
P405L (121). O estudo de Campos et al (2009) menciona que outros programas
bioinforméaticos, para além do PolyPhen-2, como o programa SIFT e Align-GVGD
(http://agvgd.hci.utah.edu/agvgd_input.php), preveem que esta mutagdo apresente capacidade
patogénica. Estes programas, a semelhanca do PolyPhen-2, permitem prever se uma
determinada mutacdo apresenta capacidade patogénica com base no seu impacto na estrutura e

estabilidade das proteinas (150).

Ao analisar os dois casos masculinos identificados, pode-se concluir que os fenétipos
masculinos portadores da mutacdo P405L sdo caracterizados por quadros clinicos com sintomas
tipicos de RTT (121,150). Por sua vez, os dois casos femininos portadores da mutacdo P405L
sdo caracterizados por um quadro sintomatoldgico pouco severo ou pouco significativo,
nomeadamente, um quadro com um quociente de inteligéncia abaixo da média e um quadro
epilético (121). Deste modo, pode-se verificar que 0s quadros sintomatoldgicos associados aos
casos femininos portadores da mutacdo em estudo Sd0 menos severos comparativamente aos
quadros sintomatoldgicos dos casos masculinos. Esta € a premissa basilar para a classificacdo
através dos métodos A e B e ocorre porque o gene MECP2 mutado é diluido pelo gene MECP2
ndo mutado no sexo feminino, devido a existéncia da XCI. Este fendmeno permite inativar uma
parte dos cromossomas X mutados, ocultando o potencial patogénico associado a mutacdo
P405L nos dois fenotipos femininos identificados (35,36,121,150).

Considerando os quadros sintomatologicos identificados portadores da mutacdo em
estudo, a regido da mutacédo, que € conservada e critica para a funcéo da proteina MeCP2, e as
diversas classificacOes realizadas pelos programas bioinformaticos, como o programa
PolyPhen-2, o presente trabalho classificou a mutacdo P405L como uma mutagcdo com
capacidade patogénica (35,121,150). O Quadro 3.90 ilustra a classificacdo realizada pelo
método A aos fendtipos identificados com a mutacdo P405L e os motivos que sustentam essa

mesma classificacao.
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Quadro 3.90 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.P405L, através do método A
CORRELAGAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACC)ES

METODO | CATEGORIA

Os fendtipos identificados cumprem os critérios de classificacdo
da categoria A3 (35). Os fenotipos identificados no sexo
masculino sdo caracterizados por um quadro de atraso mental
A A3 com anomalias motoras. Por sua vez, o fenétipo feminino é
caracterizado por um quadro sintomatolégico pouco severo
(quociente de inteligéncia abaixo da média e quadro epilético)
(121,150).

3.5.15.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.P405L segundo o método de
classificacdo B. O Quadro 3.91 ilustra esta classificacdo, sendo que esta mutacgdo é classificada
como pertencendo a categoria B3.

Quadro 3.91 - Classificacdo da mutacdo p.P405L, atraves do método B. O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois

sexos. A avaliacdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fen6tipos apresentados pela mutacdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVA(;C)ES
. AVALIACAO
METODO | CATEGORIA METODO

Os fenotipos cumprem os critérios da categoria
B3 (35). Isto porgue existe no sexo masculino um
fen6tipo com sintomas tipicos de quadros de
B B3 EFICAZ | RTT. Por sua vez, no sexo feminino existe um
(+1) fenotipo caracterizado por quadros

sintomatologicos pouco significativos e/ou pouco
severos (epilepsia e quociente de inteligéncia
abaixo da média) (121,150).
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3.5.16 p.K417M (c.1250 A -»T)

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar a frequéncia da mutagédo K417M no
sexo masculino, 0 mesmo é referenciado apenas num Unico estudo publicado de Kankirawatana
et al (2006) (62,105). Este mesmo estudo descreve um rapaz com um quadro sintomatologico
neonatal bastante severo. Este quadro sintomatoldgico provocou a morte prematura deste rapaz
aos 14 meses de idade devido a sua severidade e era caracterizado pela presenca de
microcefalia, desaceleracdo do crescimento cefalico, EEG anormal, espasmos bruscos e
repentinos e insuficiéncia respiratéria. A mutacdo K417M foi transmitida ao caso masculino
descrito anteriormente através da mde. O estudo de Kankirawatana et al (2006) permitiu
identificar a mutacdo em estudo na mae assintomatica deste rapaz, que apresenta uma XCI
aleatdria (105).

N&o se identificou na literatura cientifica nenhum outro caso com a mutagdo K417M.
Deste modo, e em concordancia com o ponto 2.5 do presente trabalho, procedeu-se a analise
dos fenotipos identificados segundo os critérios de classificacdo do metodo A. Ao analisar 0s
fenotipos concluiu-se que o método A é ineficaz (35,62,105). O Quadro 3.92 ilustra esta
ineficacia, evidenciando os motivos pelo qual o método A ¢ ineficaz na classificacdo dos
fendtipos identificados como portadores da mutagdo K417M.

Quadro 3.92 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.K417M através do método A
CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVA(;@ES

METODO | CATEGORIA

O método A ¢ ineficaz na categorizacdo dos fendtipos
identificados, uma vez que que o fenotipo masculino e feminino
obedecem a diferentes categorias do método A (35).

O fenotipo masculino portador da mutagdo K417M é caracterizado
por um quadro clinico severo, com problemas respiratorios graves
A Ineficaz | numa fase muito precoce. Por este motivo, o caso masculino
apresentou uma morte prematura com poucos anos de vida. Este
quadro sintomatolégico €é caracterizado pelos critérios da
categoria A1l do método A. No entanto, ao analisar o fendtipo
feminino portador da mutagdo K417M, o mesmo é caracterizado
por um quadro assintomatico, o que corresponde aos critérios de
classificacdo da categoria A3 do método A (35,105).
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3.5.16.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Em concordancia com o ponto 2.5 do presente trabalho, procedeu-se a anélise dos
fenotipos identificados segundo os critérios de classificagdo do método B. Ao analisar o
fenotipo masculino e feminino, ambos portadores da mutacdo K417M, através dos critérios de
classificacdo do método B, concluiu-se que o método é ineficaz (35,105). O Quadro 3.93 ilustra
esta ineficacia, evidenciando os motivos pelo qual o método B é ineficaz na classificacdo da
mutacdo K417M.

Quadro 3.93 - Classificacdo da mutacdo p.K417M, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fendtipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do meétodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutacdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B € ineficaz na categorizacdo desta mutacéo,
uma vez que o fenotipo masculino e feminino obedecem
a distintas categorias do método B (35).

O fendtipo masculino portador da mutacéo em estudo é
caracterizado por um quadro clinico com sintomas de
- RTT bastante severos e incapacitantes. Os sintomas
. Ineficaz |., .= ; A :
B Ineficaz identificados demonstram-se incompativeis com a vida
(+0) devido a sua severidade, originando uma morte
prematura, com apenas 14 meses de idade. Este quadro
clinico identificado no caso masculino é abrangido pela
categoria B4 do método B. Por sua vez, o fenétipo
feminino portador da mutacdo K417M é caracterizado
por um quadro assintomatico, que é abrangido pelas
categorias B2 e/ou B1 do método B (35,105).

N&o é claro se a mutagdo K417M, que ocorre num aminodcido extremamente
conservado na proteina MeCP2, apresenta capacidade patogénica. Ao analisar a capacidade
patogénica da mutacao atraves do programa bioinformatico PolyPhen-2, 0 mesmo classifica a
muta¢do K417M como “benigna”, com um score de 0,007. Esta classificagdo indica uma
probabilidade reduzida de a mutag&o apresentar capacidade patogénica. Assim, caso a mutacdo
em estudo ndo for a causa para o quadro sintomatologico severo, este fator poderia explicar a
ineficacia dos métodos A e B (35,105).
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Hé& que ter em conta que a XCl aleatoria evidenciada pelos linfocitos de uma amostra de
sangue ndo exclui a possibilidade de existir uma XCI enviesada no cérebro do caso feminino
identificado. Considerando que a aparente XCI aleatdria, identificada no caso feminino do
estudo de Kankirawatana et al (2006), foi obtida através da analise aos linfocitos de uma
amostra de sangue, este fator poderia também explicar a ineficacia dos métodos A e B, uma vez
que existe a possibilidade de ocultacdo de sintomatologia associada a mutagdo K417M no caso
feminino (105).

3.5.17 p.G428S (c.1282 G -»A)

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar a frequéncia da mutacdo G428S no
sexo masculino, sdo referenciados dois estudos que identificam no total trés casos masculinos
(62,116,149,153). O primeiro estudo, de Imessaoudene et al (2001) (153), identifica um rapaz
de trés anos de idade com uma encefalopatia neonatal. Este foi fruto de uma gravidez e de um
parto sem complicacfes e apresentou um quadro de hipotonia e de hipermobilidade articular
nos primeiros meses de vida. Este estudo refere ainda um atraso motor severo neste caso
masculino e que aos trés anos de idade apresentava distirbios motores, atrofia muscular,
incapacidade de comunicar verbalmente, e descoordenagdo motora. Por fim, os autores referem
que este caso nunca perdeu a capacidade motora nas maos e que nao perdeu qualquer
capacidade adquirida, sendo que, aos trés anos de idade, apresentava a capacidade de caminhar

sem apoio (153).

O caso masculino descrito por Imessaoudene et al (2001) apresenta um cari6tipo normal
46, XY e herdou a mutacdo G428S através da sua mée assintomatica. Para além da mée,
portadora assintomatica da mutacdo, o estudo permitiu identificar a mutacdo em duas tias
maternas, tambeém assintomaticas. Imessaoudene et al (2001) concluiram que a mutagdo G428S

é patogénica (153).

O segundo estudo referenciado na RettBase, que permitiu identificar a mutacdo G428S
no sexo masculino, descreve um rapaz com uma encefalopatia severa fatal (62,116). Este
estudo, de Laccone et al (2002), descreve um rapaz, fruto de uma gravidez e parto sem

complicagdes, com um quadro convulsivo severo e intratdvel e com um quadro de atrofia
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muscular. Este rapaz, que nunca chegou a adquirir a capacidade motora nas maos, sofreu uma

morte prematura aos 18 meses de idade, devido a gravidade do seu quadro clinico (116).

O estudo de Laccone et al (2002) permitiu ainda identificar a mutacdo G428S na mae e
no avd materno do rapaz, sendo ambos portadores assintomaticos da mutacdo. Deste modo,
Laccone et al (2002) concluiram que a mutacdo € um polimorfismo genético benigno, devido
ao caso masculino assintomatico e devido ao facto de a mesma mutacdo (G428S) originar

quadros sintomatoldgicos de severidade totalmente distintas (116).

Existe outro estudo publicado, que ndo se encontra referenciado na base de dados
RettBase, e que identifica a mutacdo G428S noutro caso masculino (62,149). Este estudo, de
Wang et al (2018), descreve um caso masculino com um quadro de autismo, atraso mental
severo, disturbios no sono, distdrbios de humor, perturbacdo de hiperatividade/défice de

atencdo e incapacidade de comunicar verbalmente (149).

Ao analisar o conjunto dos quatro fen6tipos masculinos portadores da mutacdo em
estudo, verifica-se quadros clinicos totalmente distintos. Existe um quadro assintomatico e trés
quadros sintomatoldgicos que apresentam severidades distintas entre si (116,149,153). Assim,
de modo a verificar a patogenicidade da mutacdo, utilizou-se o programa bioinformatico
PolyPhen-2. Este programa classifica a mutacdo G428S como “provavelmente patogénica”,
com um score de 0,957. O programa PolyPhen-2, ao contrario do que o estudo de Laccone et
al (2002) conclui, evidéncia uma alta probabilidade de a mutacdo em estudo apresentar
capacidade patogénica e evidéncia uma alta probabilidade de a mutacéo apresentar capacidade

para originar os quadros sintomatoldgicos identificados (116).

Considerando a classificacdo realizada pelo programa PolyPhen-2, e em concordancia
com o estipulado no ponto 2.5 do presente trabalho, procedeu-se a analise dos fendtipos
portadores da mutacdo G428S, através dos critérios de classificagio do método A
(116,149,153). O Quadro 3.94 ilustra a ineficacia, por parte do metodo A, ao classificar os

fendtipos portadores da mutacdo G428S e os motivos que sustentam a ineficicia do método.
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Quadro 3.94 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.G428S através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVAC}OES

METODO CATEGORIA

O método A ¢ ineficaz na categorizacdo dos fenotipos, uma vez que
os fendtipos masculinos com a mutacdo apresentam severidades
totalmente distintas, obedecendo, por isso, a diferentes categorias
do método A. Como confirma o estudo de Laccone et al (2002),
existe um quadro assintomatico, que corresponde a categoria Al, e
existem quadros sintomatologicos com severidades totalmente
distintas entre si, que correspondem a categoria A3. Assim, torna-
se ineficaz a classificacdo dos fenotipos masculinos identificados
com recurso aos critérios de classificacio do método A
(35,116,149,153).

A | Ineficaz

3.5.17.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

Considerando a classificacdo do programa PolyPhen-2, e em concordancia com o ponto
2.5 do presente trabalho, procedeu-se a analise dos fendtipos portadores da mutacdo G428S
através dos critérios de classificacdo do método B (116,149,153). O Quadro 3.95 ilustra a
ineficacia do método B em classificar a mutacdo G428S, e 0os motivos que sustentam essa

ineficacia.
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Quadro 3.95 - Classificacdo da mutacdo p.G428S, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B é ineficaz na categorizacdo desta mutagéo,
uma vez que os fendtipos masculinos com a mutacao
apresentam  severidades  totalmente  distintas,
obedecendo, por isso, a diferentes categorias do método
B (35,116,149,153).

Como confirma o estudo de Laccone et al (2002), os
fenotipos masculinos com a mutagdo sao incongruentes
) entre si. Existe um fenotipo assintomatico, que
B Ineficaz Ineficaz | corresponde a _categoria,B_l do método_B, e fe_nc’)_tipos

(+0) com quadros sintomatologicos de severidade distintas.
Estes ultimos quadros sintomatoldgicos correspondem
as categorias B3 e B4 do método B, considerando o
quadro clinico com sintomas de RTT e o quadro clinico
Severo que provocou uma morte prematura,
respetivamente. Assim, considerando as dispersas
categorias do método B que englobam os fendtipos
masculinos, verifica-se uma incongruéncia que se
traduz na ineficacia do método B em classificar a
mutacdo em estudo (35,116,149,153).

3.5.18 p.P430S (c.1288 C -»T)

A mutacdo P430S no gene MECP2 é referenciada na base de dados RettBase através de
um estudo que descreve um rapaz de 9 anos de idade, cego a nascenga, e com um quadro severo
de atraso mental e sintomas caracteristicos de RTT (62,154). Este rapaz, fruto de uma gravidez
e parto sem complicacdes, desenvolveu-se normalmente nos seus primeiros meses de vida, mas
aos 3 anos de idade surgiu um periodo de regressdo no seu desenvolvimento. Este perdeu a
capacidade de comunicar verbalmente e o seu quadro sintomatolégico era caracterizado por
movimentos estereotipados nas maos, distarbios respiratérios, bruxismo, distdrbios no sono,

risos/gargalhadas/comportamentos inapropriados e obstipacéo (154).

141



A Origem Genética da Sindrome de Rett no Sexo Masculino

O estudo identificou um cariétipo normal 46, XY no rapaz e verificou que a mutagéo
P430S foi herdada através da mae, que se apresentava como portadora assintomatica da
mutacdo. O estudo permitiu ainda identificar a mutacdo no avé materno e em duas tias maternas
do rapaz, sendo todos estes casos assintomaticos. Por se ter identificado um caso masculino
portador da mutacdo P430S com um quadro assintomatico, o estudo que identificou esta
mutacao ndo realiza uma correlagéo direta entre o quadro sintomatoldgico identificado no rapaz

de 9 anos de idade e a mutagéo (154).

Utilizou-se o programa bioinformatico PolyPhen-2 para analisar a capacidade
patogénica da mutacdo. Este programa classifica a mutagcdo P430S como “benigna”, com um
score de 0,008. Assim, considerando a classificacdo do programa PolyPhen-2 e a identificacdo
do caso masculino assintomatico portador da mutacdo, o presente trabalho, em concordancia
com as premissas estabelecidas no ponto 2.5, classificou a mutagdo P430S como um
polimorfismo genético benigno, sem capacidade patogénica (154). O Quadro 3.96 ilustra a
ineficacia do método de classificacdo A, ao tentar classificar os fenétipos identificados como

portadores da mutacdo P430S, e 0os motivos que sustentam a classificacdo ineficaz.

Quadro 3.96 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.P430S através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES
METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fendtipos
portadores de mutacdes ndo patogénicas. Este método sé tem
em conta fenoOtipos com sintomatologia associada. Assim,
A N / A mutacfes que originam quadros assintomaticos ndo se
enguadram neste método (35).

Esta classificacdo é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho.

N/A — Néo aplicavel

3.5.18.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificagdo da mutacdo p.P430S segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.97), sendo que esta mutagdo é classificada como pertencendo a

categoria B1.
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Quadro 3.97 - Classificacdo da mutacdo p.P430S, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagcdo em estudo.

CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVAQ()ES

AVALIAGAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B classifica a mutagdo com a categoria B1
(35). O caso masculino assintomatico portador da
mutacdo e o programa PolyPhen-2 permitem
Eficaz | comprovar a nédo patogenicidade da mutacdo (154).

(+1) Esta classificacéo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condicGes necessarias para
0 método B considerar mutagdes como benignas.

3.5.19 p.A443T (C.1327 G -»A)

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar a frequéncia da mutagdo A443T,
verifica-se que esta é referida no estudo de Zvereff et al (2012) (62,136). Este estudo descreve
um rapaz de quatro anos de idade portador da mutacdo com um quadro de atraso mental e alguns
sintomas tipicos da RTT. Os sintomas de RTT presentes neste caso masculino s&o movimentos
estereotipados nas maos e o0 atraso no desenvolvimento da linguagem verbal. O estudo permitiu
ainda identificar a mutacdo A443T na méae do rapaz. A mde, por sua vez, apresenta um quadro

assintomatico (136).

Zvereff et al (2012) considerou a mutacdo em estudo como uma variante com
patogenicidade desconhecida (136). Ao utilizar o programa bioinformatico PolyPhen-2 para
analisar a patogenicidade da mutacdo, este programa classifica a mutacdo A443T como
“benigna”, com um score de 0,002. No entanto, considerando que ndo se identificou na
literatura cientifica mais nenhum caso portador da mutacdo A443T, e considerando as duas
premissas estipuladas no ponto 2.5 do presente trabalho, prosseguiu-se com a analise dos
fendtipos portadores da mutacdo A443T através dos critérios de classificacdo do método A
(35,62,136). O Quadro 3.98 ilustra a classificacéo realizada pelo método de classificacdo A aos

fenotipos portadores da mutacdo A443T.
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Quadro 3.98 - Classificacao dos fenotipos com a mutacdo p.A443T, através do método A

CORRELAGAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

Os fenotipos cumprem os critérios da categoria A3 (35). No sexo
A A3 masculino esta presente um fenotipo com anor'na}lias mo,toras e/ou

com atraso mental. Por sua vez, no sexo feminino, estd presente
um fendtipo assintomatico (136).

3.5.19.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

Considerando que ndo se identificou na literatura cientifica mais nenhum caso portador
da mutacdo A443T, e considerando as duas premissas estipuladas no ponto 2.5 do presente
trabalho, prosseguiu-se com a andlise dos fenotipos portadores da mutacdo A443T com recurso
aos critérios do método B. O presente trabalho ao analisar os fendtipos identificados, classificou
a mutacdo A443T com a categoria intermédia B2-B3 (35,62,136). O Quadro 3.99 ilustra esta

classificacdo realizada pelo método B e 0s motivos que a sustentam.
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Quadro 3.99 - Classificacdo da mutacdo p.A443T, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fen6tipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

A categoria intermédia B2-B3 € a categoria que melhor
descreve os fenétipos da mutacdo. Isto porque tanto o
fenotipo masculino como o fendtipo feminino sao
abrangidos pelos critérios da categoria intermédia B2-
B3 (35,136).

A categoria B2-B3 compreende no sexo masculino um
quadro clinico com sintomas de RTT e/ou um quadro
clinico com sintomas pouco significativos de RTT e/ou
um quadro clinico com severidade intermédia entre os
dois quadros clinicos referidos anteriormente. O
B B2-B3 EFICAZ | fenétipo masculino portador da mutagdo A443T, ao
(+1) apresentar um quadro sintomatologico com sintomas
tipicos de RTT, estd englobado nesta categoria
intermédia (35,136).
Por sua vez, a categoria intermédia B2-B3 compreende,
no sexo feminino, um quadro clinico assintomatico e/ou
um quadro clinico com sintomas de RTT pouco
significativos/severos e/ou com um quadro clinico com
uma severidade intermédia entre os dois quadros
clinicos referidos anteriormente. Deste modo, ao
considerar o fenotipo feminino assintomatico portador
da mutacdo A443T, este caso esta também abrangido
pela categoria intermédia B2-B3 (35,136).

3.5.20 p.Ad44T (c.1330 G -»A)

A mutacdo A444T e referida na base de dados RettBase através de dois estudos que
identificam casos masculinos portadores da mutacéo (62,67,124). O primeiro estudo permitiu
identificar um caso masculino assintomatico portador da mutagdo. Este caso masculino, que

transmitiu a mutacdo a filha, foi descrito como sendo o pai de uma rapariga com um quadro
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sintomatoldgico tipico da RTT (124). Por outro lado, o segundo estudo mencionado na RettBase
identifica um rapaz portador da mutagédo A444T com uma perturbacdo do espectro de autismo
(67).

Os dois estudos referidos anteriormente classificam a mutagdo A444T como um
polimorfismo genético benigno devido ao caso masculino assintomatico identificado com a
mutacdo (67,124). Ao utilizar o programa bioinformatico PolyPhen-2 para analisar a
capacidade patogénica, este programa classifica a mutacdo A444T como “benigna”, com um
score de 0,005.

A base de dados RettBase menciona ainda outros casos femininos portadores da
mutacdo com quadros sintomatoldgicos diversos e tipicos de RTT (62). No entanto, ao
considerar as duas premissas estipuladas no ponto 2.5 do presente trabalho, o caso masculino
assintomatico portador da mutacdo, e a classificacdo do programa PolyPhen-2, o presente
trabalho também classificou a mutacdo A444T como um polimorfismo genético benigno, sem
capacidade patogénica (116,124). O Quadro 3.100 ilustra a ndo abrangéncia do método A na

classificacdo dos fendtipos portadores da mutacdo A444T e 0os motivos a sustentam.

Quadro 3.100 - Classificacao dos fendtipos com a mutacéo p.A444T, através do método A

CORRELAGAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES
METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fendtipos
portadores de muta¢es ndo patogénicas. Este método sé tem em
conta fenotipos com sintomatologia associada. Assim, mutacfes
A N / A que originam quadros assintomaticos ndao se enquadram neste
método (35).

Esta classificacdo é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho.

N/A — Néo aplicavel

3.5.20.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida & classificacdo da mutacdo p.A444T segundo o metodo de
classificacdo B (Quadro 3.101), sendo que esta mutacdo é classificada como pertencendo a

categoria B1.
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Quadro 3.101 - Classificacdo da mutacdo p.A444T, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIACAO
METODO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). O caso masculino assintomatico portador da
mutacdo e o0 programa PolyPhen-2 permitem
Eficaz | comprovar a ndo patogenicidade da mutacédo (124).

(+1) Esta classificacdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢des necessarias para
0 método B considerar mutagcGes como benignas.

3.5.21 p.R453Q (c.1358 G -»A)

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar a mutacdo R453Q, verifica-se que
esta mutacdo é referida apenas num Unico estudo que descreve um rapaz portador da mutacao
com um quadro de atraso mental. O estudo permitiu excluir, através de analises moleculares, a
presenca da sindrome de X fragil, uma causa bastante comum e conhecida de quadros de atraso
mental (61,62).

N&o se identificou na literatura cientifica mais nenhum caso com a mutacdo R453Q.
Esta mutacdo ocorre num aminoécido altamente conservado ao longo da evolugdo. O estudo
que permitiu identificar o caso masculino portador da mutagéo em estudo nédo estabeleceu uma
correlagéo direta entre a mutacdo R453Q e o quadro de atraso mental identificado, uma vez que
se ndo se conhece ainda os efeitos da mutagéo sobre a funcéo e estabilidade da proteina MeCP2
(61).

Deste modo, utilizou-se o programa bioinformatico PolyPhen-2 para avaliar a
capacidade patogénica da mutacdo. Este programa classifica a mutacdo R453Q como
“provavelmente patogénica”, com um score de 0,997, revelando assim uma alta probabilidade

de a mutacdo R453Q apresentar capacidade patogénica.
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Ao considerar-se as duas premissas estipuladas no ponto 2.5 do presente trabalho e a
classificacdo do programa PolyPhen-2, prosseguiu-se, de seguida, com a analise do fenétipo
portador da mutacdo R453Q com recurso aos critérios de classificacdo do metodo A (35,61). O
Quadro 3.102 ilustra a classificacdo realizada pelo método A ao fendtipo portador da mutacao

em estudo e 0s motivos que a sustentam.

Quadro 3.102 - Classificagdo dos fendtipos com a mutagdo p.R453Q, atraves do método A

CORRELAGAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACC)ES

METODO CATEGORIA

Os fendtipos cumprem os critérios da categoria A3 (35). O fendtipo
masculino é caracterizado por um quadro de atraso mental (61). Por
A A3 outro lado, pode-se considerar o fen6tipo feminino como um quadro
assintomatico, considerando que ndo se identificaram casos
femininos portadores da mutacdo em estudo (61,62).

3.5.21.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

Procedeu-se de seguida a classificacdo da mutacdo p.R453Q segundo o método de
classificacdo B (Quadro 3.103), sendo que esta mutacdo é classificada como pertencendo a

categoria B2.

Quadro 3.103 - Classificacdo da mutacdo p.R453Q, através do método B — O método B
pretende classificar as mutacfes no gene MECP2 segundo os fenotipos apresentados nos dois
sexos. A avaliagdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fendtipos apresentados pela mutacdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

) Os fenotipos cumprem todos os critérios para a
B BZ Eficaz categoria B2 (35). No sexo masculino existe um
(+1) fenotipo de XLMR. No sexo feminino, por outro

lado, néo se identificaram casos (61,62).
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3.5.22 p.R458H (.1373 G -»A)

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar a mutagcdo R458H no sexo masculino,
verifica-se que a mutacdo € mencionada num estudo que identifica um caso masculino
assintomatico portador da mutacdo (62,155). Este caso masculino é pai de quatro raparigas,
sendo que duas destas apresentam-se também como portadoras da mutagdo R458H. Concluiu-
se, por isso, que o pai assintomatico transmitiu a mutagdo em estudo a duas filhas suas. Por sua
vez, as duas raparigas portadoras da mutacdo apresentam um quadro clinico com sintomas
tipicos de RTT. As restantes duas filhas do caso masculino assintomatico apresentam-se
saudaveis e ndo sdo portadoras da mutacdo R458H. Assim, ao utilizar as informacGes
disponibilizadas pelo estudo, conclui-se que foram identificados como portadores da mutacéo
R458H um caso masculino assintomatico e dois casos femininos com quadros sintomatoldgicos
tipicos de RTT (155).

Os quadros clinicos das duas raparigas portadoras da mutacdo sdo caracterizados pela
presenca de hipotonia, desaceleracdo do crescimento cefélico, incapacidade de comunicar
verbalmente, episddios convulsivos (num dos casos), e movimentos estereotipados nas maos
(num dos casos). O estudo que identificou estes dois casos femininos permitiu identificar em
cada um destes casos dele¢fes no gene MECP2. Assim, os dois casos femininos identificados,
para além da mutacdo R458H, apresentam, simultaneamente, uma delecdo no gene MECP2.
Torna-se, por este motivo, dificil estabelecer uma correlacdo entre os quadros clinicos com
sintomas tipicos de RTT e a mutagdo R458H (155).

Ao utilizar o programa bioinformatico PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica
da mutacdo R458H, este programa classifica a mesma como “provavelmente patogénica”, com
um score de 0,996. Deste modo, o programa PolyPhen-2 indica uma elevada probabilidade de
a mutacdo em estudo apresentar capacidade patogénica. Considerando esta classificacdo e as
premissas estipuladas no ponto 2.5 do presente trabalho, prosseguiu-se com a analise dos
fendtipos portadores da mutacéo através dos critérios de classificagdo do método A. Mas a
presenca simultanea de duas mutacdes no gene MECP2 nos casos femininos impossibilita
concluir sobre o fendtipo feminino criado pela mutacdo R458H. Assim, revela-se inconclusiva
qualquer tentativa de classificacdo da mutacdo em estudo e 0s seus respetivos fenotipos através
dos métodos de classificacdo A e B (35,155). O Quadro 3.104 ilustra os motivos pelo qual o
presente trabalho considera inconclusiva qualquer tentativa de classificagdo dos fendtipos com

recurso aos critérios de classificacdo do metodo A.
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Quadro 3.104 - Classificacdo dos fendtipos com a mutacéo p.R458H, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

Considerou-se como inconclusiva qualquer tentativa de
classificacdo dos fendtipos identificados com a mutagdo, uma vez
gue os Unicos casos femininos portadores da mutacdo em estudo
apresentam, simultaneamente, duas mutagdes no gene MECP2,
impossibilitando, por isso, concluir sobre o fenotipo feminino
A Inconclusivo | criado pela mutagdo em estudo (35,155). Um motivo adicional que
revela que é inconclusiva qualquer tentativa de classificacao
baseia-se no facto de os dados clinicos provenientes do Unico
fenotipo masculino identificado com a mutacdo em estudo serem
contraditorios quando confrontados com os dados provenientes do
programa PolyPhen-2 (35,155).

3.5.22.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

O Quadro 3.105 ilustra os motivos pelo qual o presente trabalho considera inconclusiva
qualquer tentativa de classificacdo da mutacdo R458H com recurso aos critérios de classificacdo

do método B.

Quadro 3.105 - Classificacdo da mutacdo p.R458H, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fen6tipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagcdo em estudo.

CORRELAGAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO CATEGORIA METODO

Considerou-se como inconclusiva qualquer tentativa
de classificacdo dos fenotipos identificados com a
mutacdo, uma vez que 0S Unicos casos femininos
portadores da mutacdo em estudo apresentam,
simultaneamente, duas mutactes no gene MECP2,
impossibilitando, por isso, concluir sobre o fenotipo
N/A feminino_ criad_o_pela mutacdo em estudo (35,15_5).

Um motivo adicional que revela que é inconclusiva
qualquer tentativa de classificacdo baseia-se no facto
de os dados clinicos provenientes do unico fenotipo
masculino identificado com a mutagdo em estudo
serem contraditérios quando confrontados com o0s
dados provenientes do programa PolyPhen-2
(35,155).

B | inconclusivo

N/A — Néo aplicavel
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3.5.23 p.T479M (c.1436 C -»T)

A mutacdo T479M é referida na base de dados RettBase através de um estudo que
identifica um caso masculino assintomatico portador da mutacdo. Este caso masculino
transmitiu a mutacdo a sua filha, que apresenta, por sua vez, um quadro clinico de RTT. Deste
modo, existem identificados na literatura cientifica como casos portadores da mutacdo T479M

um caso masculino e um caso feminino (62,65).

O estudo que permitiu identificar estes casos concluiu que a mutacdo T479M se
apresenta como um polimorfismo genético benigno, sem capacidade patogénica, uma vez que
foi identificado num caso masculino assintomatico (65). De forma a corroborar esta hipotese,
utilizou-se o programa PolyPhen-2 para analisar a capacidade patogénica da mutacdo. Este
programa classifica a mutagdo T479M como “provavelmente patogénica”, com um score de 1,

revelando, assim, uma alta probabilidade de apresentar capacidade patogénica.

Considerando a classificacdo do programa PolyPhen-2 e as premissas estipuladas no
ponto 2.5 do presente trabalho, prosseguiu-se a analise dos fenotipos portadores da mutagdo em
estudo atraveés dos critérios de classificacdo do método A (35). Para que seja possivel classificar
a mutacdo T479M e os seus respetivos fenotipos através dos critérios de classificacdo dos
métodos A e B, é necessario que o quadro sintomatoldgico presente no sexo masculino seja
mais severo e incapacitante, quando comparado com o quadro sintomatol6gico presente no sexo
feminino (35). Neste caso, esta premissa ndo se verifica. Ao comparar a severidade dos dois
fenotipos identificados com a mutacdo em estudo, verifica-se que o fendétipo feminino é
caracterizado por ser incapacitante, com sintomas tipicos de quadros de RTT, enquanto o
fendtipo masculino é caracterizado por um quadro assintomatico. Deste modo, pode-se concluir
que os métodos de classificacdo B e A sdo ineficazes, respetivamente, na classificacdo da
mutacdo T479M e dos seus fenotipos (35,65). O Quadro 3.106 ilustra a ineficacia na
classificacdo dos fenotipos identificados com a mutacdo T479M, através dos critérios de

classificacdo do método A.
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Quadro 3.106- Classificacdo dos fendtipos com a mutacdo p.T479M, através do método A
CORRELACAO

GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACOES
METODO CATEGORIA

O método A ¢ ineficaz na categorizacdo desta mutacdo. O

A Ineficaz fethipo que surge no sexo feminino apresenta um quadro
clinico mais incapacitante quando comparado com o quadro

clinico assintomatico que surge no sexo masculino (35,65).

3.5.23.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

O Quadro 3.107 ilustra os motivos pelo qual o0 método B € ineficaz na classifica¢do da
mutacdo T479M.

Quadro 3.107 - Classificacdo da mutacédo p.T479M, atraves do método B — O método B
pretende classificar as mutacfes no gene MECP2 segundo os fenotipos apresentados nos dois
sexos. A avaliagdo do método tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenétipos apresentados pela mutacdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

OBSERVACOES

AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B é ineficaz na categorizacdo desta
) mutacdo. O fen6tipo que surge no sexo feminino
- Ineficaz | apresenta um quadro clinico mais incapacitante
B | Ineficaz Py
(+0) quando comparado com o quadro clinico
assintomatico que surge no sexo masculino
(35,65).

E importante realcar que a presenca de mosaicismo celular para a mutagio no fen6tipo
masculino poderia explicar a ineficacia dos métodos A e B. Isto porque a presenca de
mosaicismo celular permitiria ocultar qualquer sintomatologia associada a mutagdo T479M no
caso masculino identificado como portador da mutagdo em estudo (35,65). Outro fator que
poderia explicar a ineficacia dos métodos A e B tem por base nao considerar a mutacédo T479M
como a causa para o quadro sintomatoldgico de RTT identificado no caso feminino portador da
mutacdo, uma vez que existem outros genes, como o gene FOXG1 e o gene CDKL5, com

capacidade para originar quadros clinicos com sintomas tipicos de RTT (7,48,65,125).

152



A Origem Genética da Sindrome de Rett no Sexo Masculino

3.5.24 p.P480S (c.1438 C -»T)

A mutacéo P480S é mencionada na base de dados RettBase através do estudo de Yntema
et al (2002) (64). Este estudo identificou a mutagcdo num rapaz com um quadro de atraso mental.
Foi descartada neste caso masculino, atraves de analises moleculares, a presenca da sindrome

de X frégil, uma causa bem conhecida e comum de atraso mental (64).

O estudo de Yntema et al (2002) permitiu ainda identificar a mutacdo P480S na mée e
no irmdo do rapaz referido anteriormente. Tanto a mae como o irmédo, ambos portadores da
mutacdo, apresentavam-se saudaveis sem qualquer sintomatologia associada. Por se ter
identificado a mutacdo no irmédo, sendo este um caso masculino assintomatico, Yntema et al
(2002) concluiram que a mutacao P480S é um polimorfismo genético benigno, sem capacidade

patogénica (64).

De forma a corroborar esta afirmacao, utilizou-se o programa bioinformatico PolyPhen-
2 para analisar a capacidade patogénica da mutacao. Este programa classifica a mutacao P480S
como “benigna”, com um score de 0,267. Deste modo, o programa PolyPhen-2 corrobora a
concluséo de Yntema et al (2002), uma vez que indica uma alta probabilidade de a mutacao
P480S ser benigna (64).

Ao considerar as duas premissas estipuladas no ponto 2.5 do presente trabalho, a
classificacao realizada pelo programa PolyPhen-2 e o caso masculino assintomatico portador
da mutacdo, o presente trabalho também considerou a mutacdo P480S como um polimorfismo
genético benigno, sem capacidade patogénica (64,116). O Quadro 3.108 ilustra a ndo

abragéncia do método A relativamente a fenétipos portadores de mutacGes benignas.

Quadro 3.108 - Classificacdo dos fendtipos com a mutacéo p.P480S, através do método A

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACC)ES
METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fendtipos
portadores de mutacGes ndo patogénicas. Este método s6 tem em
conta fenotipos com sintomatologia associada. Assim, mutagdes
A N / A que originam quadros assintomaticos ndo se enquadram neste
método (35,64).

Esta classificacdo é realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5.

N/A — Néo aplicavel
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3.5.24.1 Classificacdo e avaliacdo do método B

O Quadro 3.109 ilustra como o método B classifica a mutagdo P480S, um polimorfismo

genético benigno, sem capacidade patogénica.

Quadro 3.109 - Classificacdo da mutacédo p.P480S, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

- OBSERVACOES
AVALIACAO

METODO | CATEGORIA METODO

O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). O caso masculino assintomatico portador da
mutacdo em estudo e o programa PolyPhen-2 permitem
B 1 Eficaz | comprovar a ndo patogenicidade da mutacédo (64).

(+1) Esta classificacdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢des necessarias para
0 método B considerar mutagcGes como benignas.

3.5.25 p.R484T (c.1451 G -»C)

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar a mutacdo R484T, verifica-se que
esta é referida no estudo de Yaron et al (2002) ao identificar uma rapariga portadora da mutagédo
com um quadro clinico com sintomas tipicos de RTT (62,156). Este mesmo estudo permitiu
identificar a mutacédo no pai assintomatico da rapariga referida anteriormente, permitindo, deste

modo, identificar um caso masculino assintomatico portador da mutacdo R484T (156).

Devido a este caso masculino saudavel, o estudo concluiu que a mutacdo R484T néo
apresenta capacidade patogénica (156). De forma a corroborar esta conclusdo utilizou-se o
programa PolyPhen-2 para avaliar a capacidade patogénica da mutacdo. Este programa
classifica a mutacdo R484T como “possivelmente patogénica”, com um score de 0,895. E
importante realcar que existe a possibilidade de existir um mosaicismo celular para a mutagao
no caso masculino assintomatico. A presenca de mosaicismo permitiria ocultar qualquer

sintomatologia associada & possivel patogenicidade da mutacdo R484T (35,156).
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No entanto, ao considerar simultaneamente o caso masculino assintomatico portador da
mutacao, e a classificacdo de “possivelmente patogénica” por parte do programa bioinformatico
PolyPhen-2, o presente trabalho considerou a mutacdo em estudo como benigna, sem
capacidade patogénica (65,116). Esta consideracdo teve em conta as premissas estipuladas no
ponto 2.5 do presente trabalho, que estipula que na presenca de casos masculinos assintomaticos
portadores da mutacdo em estudo, apenas se deve considerar essa muta¢do com capacidade
patogénica, se se verificar uma classificagdo de “provavelmente patogénica” por parte do
programa PolyPhen-2. As premissas estipuladas no ponto 2.5 pretendem salvaguardar a
possibilidade de classificar erroneamente mutacfes benignas como patogénicas e vice-versa.
Neste caso em concreto, e em concordancia com as premissas estabelecidas no ponto 2.5, o
presente trabalho optou por adotar a mesma conclusao de Yaron et al (2002), nomeadamente,
gue a mutacdo R484T se trata de uma mutacdo sem capacidade patogénica. Esta conclusao
privilegia os dados clinicos evidenciados pelo caso masculino assintomatico, ao invés dos dados
probabilisticos demonstrados pelo programa PolyPhen-2 (116,156). O Quadro 3.110 ilustra a

ndo abrangéncia do método A ao classificar os fenodtipos portadores da mutacdo R484T.

Quadro 3.110 - Classificacdo dos fendtipos com a mutacdo p.R484T, através do método A
CORRELAGAO
GENOTIPO/FENOTIPO OBSERVACC)ES

METODO | CATEGORIA

O método A ndo contempla a classificacdo de fendtipos
portadores de mutac6es ndo patogénicas. Este método s6 tem em
conta fen6tipos com sintomatologia associada. Assim, mutacdes
A N/A que originam quadros assintomaticos ndo se enquadram neste
método (35,156).

Esta classificacdo € realizada em concordancia com as duas
premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente trabalho.

N/A — Ndo aplicavel

3.5.25.1 Classificacéo e avaliacdo do método B

O Quadro 3.111 ilustra como o0 método B classifica a mutagdo R484T, um polimorfismo

genético benigno, sem capacidade patogénica.
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Quadro 3.111 - Classificacdo da mutacdo p.R484T, através do método B — O método B
pretende classificar as mutagdes no gene MECP2 segundo os fenétipos apresentados nos dois
sexos. A avaliacdo do metodo tem em conta a capacidade do mesmo para prever e
contextualizar os fenotipos apresentados pela mutagdo em estudo.

CORRELACAO
GENOTIPO/FENOTIPO

AVALIAGAO
METODO

OBSERVACOES

METODO | CATEGORIA

O método B classifica a mutacdo com a categoria B1
(35). O caso masculino assintomatico portador da
mutacdo em estudo permite corroborar a nao
Eficaz patogenicidade da mutagédo (156).

(+1) Esta classificacdo é realizada em concordancia com as
duas premissas estabelecidas no ponto 2.5 do presente
trabalho, que contemplam as condi¢des necessarias para
0 método B considerar mutagcGes como benignas.
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4 Discussao

4.1 Avaliacdo do método de classificacéo B

Apos a analise do conjunto de mutagbes missense no gene MECP2 identificadas no sexo

masculino e referidas na base de dados RettBase, prosseguiu-se com a avaliacdo do método B,

tendo em conta a sua capacidade para prever e contextualizar os fenotipos associados as

mutacdes em estudo. A amostra de mutacdes analisadas no presente trabalho engloba as

mutacdes referidas no ponto 2.3 e exclui as muta¢fes que apresentem pelo menos um critério

de exclus&o referido no ponto 2.3.1. O Quadro 4.1 ilustra as mutagdes excluidas da amostra em

estudo e 0s motivos que sustentam a excluséo.

Quadro 4.1 — Listagem das mutacdes excluidas da amostra em estudo - Enumeracdo dos
motivos pelo qual se excluiram da amostra em estudo mutac@es identificadas no sexo masculino
ou referidas na base de dados RettBase

MUTACAO
EXCLUIDA

MOTIVO DE EXCLUSAO

K12N

O artigo cientifico que menciona a mutacéo nao descreve informagdes
clinicas sobre o individuo portador da mutacdo K12N, o que torna
impossivel analisar o quadro sintomatoldgico e a sua severidade. Estas
informacdes sdo necessarias para a classificacdo das mutacoes e dos
seus respetivos fendtipos através dos métodos A e B.

G329S e
Ad47T

N&o se identificou qualquer mencdo das mutacfes nos respetivos
artigos cientificos mencionados na base de dados RettBase.

A439T

Né&o foi possivel identificar o sexo do individuo portador da mutacao
A439T através do artigo cientifico que menciona esta mutacéo na base
de dados RettBase. Considerando os critérios de classificagdo dos
métodos A e B, é necessario identificar o sexo do fendtipo identificado
com uma mutacdo no gene MECP2 para a realizacdo das
classificagoes.

OUTRAS _
MUTAGOES NAO
ANALISADAS

As restantes mutagdes excluidas identificadas no sexo masculino e
referidas na base de dados RettBase ndo estdo analisadas no presente
trabalho, uma vez que ndo apresentam nenhum artigo cientifico
associado.
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De modo a avaliar a capacidade do método B para realizar uma correlagéo
genotipo/fendtipo, utilizou-se a metodologia descrita no ponto 2.6 do presente trabalho.
Considerando que se analisou no total 54 mutacdes no gene MECP2, apurou-se 0 nimero de

vezes que 0 método B foi eficaz no estabelecimento de uma correlagdo gendtipo/fenotipo.

Mas antes de realizar este apuramento é importante referir que o método B foi
inconclusivo na classificacdo de quatro mutagdes. S&o trés as razdes pelo qual se considerou
que o método B foi inconclusivo. A primeira baseia-se na falta de um progndstico clinico,
devido aos poucos meses de vida do unico fenétipo identificado com a mutacdo em questao,
nomeadamente a mutacdo F1571. A segunda razdo baseia-se no facto de os fenétipos decisivos
para o0 estabelecimento de uma correlacdo gendtipo/fenotipo, nomeadamente na classificacéo
das mutacbes P251L e R458H, apresentarem simultaneamente duas mutacdes no gene MECP2.
Por Gltimo, ndo se considerou como ineficaz a classificacdo realizada pelo método B para a
mutacdo D147E, uma vez que o método B antevé, nos seus critérios de classificacdo, a
necessidade de inexisténcia de fatores modeladores de severidade dos fenotipos (XCI

enviesada, mosaicismo celular para a mutagédo e SK).

Considerando o exposto anteriormente, e segundo a metodologia descrita no ponto 2.6,
o0 presente trabalho ndo considerou para os calculos da percentagem (%) de eficacia do método
B as classificacbes consideradas como inconclusivas, de forma a ndo prejudicar a avaliacdo do
método B. Assim, ao considerar o conjunto de 54 mutacBes analisadas, e as quatro
classificagbes inconclusivas, utilizou-se para o calculo da percentagem de eficacia do método

B uma amostra de 50 mutacGes.

Deste conjunto de 50 mutagdes analisadas, verificou-se que o método B foi eficaz em
classificar 41 mutagdes e foi ineficaz em classificar 9 mutacdes. Conclui-se, por isso, que 0
método B apresenta uma percentagem de eficacia de 82%. Isto significa que da amostra de 50
mutacdes no gene MECP2 identificadas no sexo masculino, o0 método B foi eficaz em 82% dos
casos para realizar uma correlacdo gendtipo/fenotipo. Esta percentagem de eficacia engloba a
classificacdo das mutacGes consideradas como benignas no presente trabalho, considerando as

premissas estipuladas no ponto 2.5.

158



A Origem Genética da Sindrome de Rett no Sexo Masculino

4.1.1 Comparacao do método A com o método B

Para analisar a capacidade do método A para prever e contextualizar os fendtipos
associados as mutacdes, prosseguiu-se com o calculo de eficacia do método A em classificar a
amostra de mutacdes em estudo. Verificou-se que o método A foi eficaz em classificar 17
mutacdes e ineficaz em classificar 11 mutag¢des. No entanto, foi inconclusivo em classificar 3

mutacdes e ndo abrangeu a classificacdo de 23 mutagdes ndo patogénicas.

As trés classificacOes consideradas inconclusivas por parte do método A, provenientes
da andlise das mutacfes F1571, P251L e R458H ndo foram consideradas para o calculo da
percentagem de eficacia do método A, pelas mesmas razdes expostas no ponto 4.1. Por outro
lado, também néo se considerou as tentativas de classificacdo do método A sobre as mutagdes
consideradas benignas, uma vez que o método A antevé, nos seus critérios de classificacéo,
apenas a classificacdo de mutacdes patogénicas, com capacidade para originar quadros clinicos

com sintomatologia associada.

Assim, ao considerar 0 exposto anteriormente, o conjunto de mutacdes devidamente
analisadas pelo método A foi de 28 mutacbes (das 54 mutacOes analisadas retiraram-se as 3
classificagbes inconclusivas e as 23 mutacGes consideradas benignas), tendo o método
classificado eficazmente 17 mutacdes e ineficazmente 11 mutacdes. Isto traduz-se numa

percentagem de eficacia de 60,7%.

E importante realcar que a percentagem de 82% de eficacia do método B engloba a
classificacdo das mutacBes consideradas como benignas no presente trabalho. Foram
consideradas como benignas todas as mutacfes que obedecessem as premissas estipuladas no
ponto 2.5 e classificadas eficazmente com a categoria B1 do método B. Apesar de para todas
estas mutacBes existirem fendtipos com quadros clinicos com sintomatologia associada, 0
presente trabalho considerou invalida qualquer associacdo entre estes quadros clinicos
identificados e as mutacGes consideradas como benignas, uma vez que as duas premissas
estipuladas no ponto 2.5 evidenciam a inexisténcia de patogenicidade associada a estas mesmas

mutacdes.

Tendo em conta que o método de classificagdo A ndo tém em consideracdo a
classificacdo de mutacdes benignas, apenas mutacdes patogénicas, é importante comparar a
percentagem de eficacia do método A com a percentagem de eficacia do método B em
classificar apenas mutagdes patogénicas no gene MECP2.
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Ao considerar as 54 mutagfes no gene MECP2 analisadas, das quais 23 sdo
consideradas benignas no presente trabalho, e ao considerar as quatro classificagoes
inconclusivas por parte do método B, verifica-se uma percentagem de 66,7% de eficacia do
método B em classificar o conjunto de mutacdes patogénicas da amostra em estudo. Verifica-
se que ao considerar-se apenas a classificacdo das mutagdes patogénicas, a percentagem de
eficacia do método B é menor (ver Quadro 4.2).

No entanto, esta percentagem de 66,7% € maior quando comparada a percentagem de
eficacia de 60,7% do método A (ver Quadro 4.2). Isto deve-se sobretudo a duas razdes. A
primeira deriva do facto de o método A ndo prever fen6tipos com uma severidade intermédia
entre as suas categorias. Um exemplo disso é o caso da classificacdo dos quadros clinicos
portadores da mutacdo R133C, onde os fendtipos identificados apresentam uma severidade
intermédia entre as categorias Al e A3. Por outro lado, 0 método B prevé estes fendtipos com
severidades intermédias, pelo que na classificacdo da mutacdo R133C e dos seus respetivos

fenotipos, verificou-se uma eficacia por parte do método B e uma ineficacia do método A.

A segunda razdo pela qual o0 método B apresenta uma percentagem de eficacia maior
em classificar as mutacfes patogénicas, advém do facto de o método A ser ineficaz na
classificacdo da mutacdo T160S, uma vez que ndo tem englobado, nos seus critérios de
classificacdo, fenotipos masculinos com quadros clinicos menos severos, como o0 quadro de
autismo. O quadro masculino menos severo englobado pelo método A é de atraso mental, sendo
que um quadro de autismo é menos severo e distinto de um quadro de atraso mental. Por outro
lado, o método B prevé melhor uma diversidade de fenétipos criados pelas mutacGes no gene

MECP2, sendo, por este motivo, 0 método B eficaz na classificacdo da mutacdo T160S.

Ambas as muta¢Ges T160S e R133C ocorrem no dominio funcional MBD. Por essa
razdo, a percentagem de eficacia do método B em classificar as mutacGes identificadas neste
dominio funcional é superior quando comparada a percentagem de eficadcia do método A em
classificar as mutacOes identificadas neste dominio. Por outro lado, verifica-se que as
percentagens de eficacia dos métodos A e B em classificar os conjuntos de mutac¢des analisadas,
de forma individual, em cada dominio funcional da proteina MeCP2 sdo semelhantes. Isto
porque 0 método B apenas tem vantagem sobre o método A em classificar estas duas mutaces,

pelas razdes expostas anteriormente (ver Quadro 4.2).

No entanto, existiu um caso em que 0 método A teve uma melhor capacidade para prever

e contextualizar os fenotipos comparativamente ao método B. Este caso é referente a mutacao
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D147E e seus respetivos fendtipos. Neste caso, 0 método A, por prever nos seus critérios de
classificacdo fatores modeladores da severidade de quadros clinicos (mosaicismo celular para
a mutacdo, SK e XCI enviesada), consegue, através da categoria A2, classificar fenotipos
criados por mutagdes no gene MECP2 na presenca destes fatores modeladores. Por outro lado,
0 método B antevé, nos seus critérios de classificacdo, a necessidade da inexisténcia destes
fatores modeladores de severidade dos fenétipos. Por este motivo, no caso referente & mutagéo
D147E, o método B n3o é ineficaz na classificagdo, mas apenas inconclusivo. E por esta razio
que o numero da amostra de mutacdes patogénicas analisadas no dominio MBD ¢é diferente
entre 0os métodos A e B. Ao comparar 0s dois métodos, conclui-se que o método A tem
vantagem em classificar mutacfes e seus respetivos fendtipos na presenca de fatores
modeladores de severidade de quadros clinicos (mosaicismo celular para a mutagédo, SK e XClI

enviesada).

4.1.2 Eficacia do método B nos dominios funcionais da proteina
MeCP2

O presente trabalho avaliou também a capacidade do método B para prever e
contextualizar os fenotipos associados as mutagfes em estudo em cada dominio funcional da
proteina MeCP2. Realizou-se a mesma avalia¢do sobre a capacidade do método A, de forma a
poder realizar uma comparacdo entre os dois métodos. Com esta analise, que incide nos
dominios funcionais da proteina MeCP2 de forma individualizada, pretende-se avaliar se
mutagdes missense no gene MECP2, em determinado dominio funcional, origina fenétipos que
ndo cumprem as premissas basilares dos métodos A e B. Com estas premissas basilares
depreende-se a existéncia de fendtipos com severidades diferentes entre o sexo masculino e o
sexo feminino para cada mutagéo analisada, sendo que, para cada uma dessas mutacoes, deve
existir um fendtipo mais severo e incapacitante no sexo masculino quando comparado com o

fenotipo feminino.
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4.1.2.1 Eficacia do método B no dominio MBD

Ao analisar o conjunto de 11 muta¢des analisadas no dominio MBD da proteina MeCP2,
0 método B classificou eficazmente nove mutaces e ineficazmente duas mutacgdes. Isto traduz-
se numa percentagem de eficacia de 81,8% na classificacdo. Esta percentagem tem em conta a

classificacdo eficaz das mutagdes consideradas benignas.

Ao considerar a capacidade do método B para classificar apenas as mutacOes
patogénicas identificadas no dominio MBD da proteina MeCP2, verifica-se que o método B
apresenta uma percentagem de eficacia de 80%. Por outro lado, 0 método A apresenta uma
percentagem de eficacia de 63,6% ao classificar o conjunto de mutacBes patogénicas

identificadas no dominio MBD

4.1.2.2 Eficacia do método B no dominio ID

Ao analisar o conjunto total de nove mutagdes analisadas no dominio ID da proteina
MeCP2, o método B classificou eficazmente oito mutacGes e ineficazmente uma mutacdo. Isto
traduz-se numa percentagem de eficacia de 88,9% na classificacdo destas mutagdes. Esta

percentagem tem em conta a classificacdo eficaz das mutagdes consideradas benignas.

Ao considerar a capacidade do método B para classificar apenas as mutagdes
patogénicas identificadas no dominio ID da proteina MeCP2, verifica-se que o método B
apresenta uma percentagem de eficacia de 80%. Por outro lado, 0 método A apresenta também
uma percentagem de eficacia de 80% ao classificar o conjunto de mutacdes patogénicas

identificadas no dominio ID.

4.1.2.3 Eficacia do método B no dominio TRD

Ao analisar o conjunto total de seis mutag¢fes analisadas no dominio TRD da proteina
MeCP2, o método B classificou eficazmente trés mutacoes e ineficazmente trés mutacdes. Isto
traduz-se numa percentagem de eficicia de 50%. Esta percentagem tem em conta a classificagcdo

eficaz das mutacOes consideradas benignas pelo presente trabalho.

Ao considerar a capacidade do método B para classificar apenas as mutagoes

patogénicas identificadas no dominio TRD da proteina MeCP2, verifica-se que o0 método B
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apresenta uma percentagem de eficicia de 25%. Por outro lado, 0 método A apresenta também
uma percentagem de eficicia de 25% ao classificar o conjunto de mutacBes patogénicas

identificadas no dominio TRD.

4.1.2.4 Eficacia do método B no dominio CTD

Ao analisar o conjunto total de 24 mutacdes analisadas no dominio CTD da proteina
MeCP2, o método B classificou eficazmente 21 mutacdes e ineficazmente trés mutagdes. Isto
traduz-se numa percentagem de eficécia de 87,5% na classificacdo. Esta percentagem tem em

conta a classificacdo eficaz das mutacdes consideradas benignas pelo presente trabalho.

Ao considerar a capacidade do método B para classificar apenas as mutagoes
patogénicas identificadas no dominio CTD da proteina MeCP2, verifica-se que o0 método B
apresenta uma percentagem de eficacia de 62,5%. Por outro lado, 0 método A apresenta também
uma percentagem de eficacia de 62,5% ao classificar o conjunto de mutaces patogénicas

identificadas no dominio CTD.

4.1.2.5 Analise da eficacia do método B nos dominios da proteina MeCP2

O Quadro 4.2 resume as percentagens de eficacia dos métodos A e B em classificar as
mutacdes em estudo. Este quadro ilustra a percentagem de eficacia do método B em classificar
0 conjunto de mutacgdes patogénicas e benignas. llustra também a percentagem de eficacia do
método B em classificar apenas o conjunto de mutacdes patogénicas, de forma a poder-se
comparar com a percentagem de eficacia do método A, que classifica apenas mutacdes
patogénicas. Por fim, permite ainda analisar individualmente a percentagem de eficacia dos
respetivos métodos de classificacdo A e B sobre os conjuntos de mutagdes analisadas em cada

dominio da proteina MeCP2.
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Quadro 4.2 — Eficacia dos métodos A e B na classificacdo das mutacdes em estudo e
respetivos fendtipos — Resumo das percentagens de eficacia dos métodos A e B sobre as
mutacdes missense identificadas na proteina MeCP2 e nos seus respetivos dominios funcionais.
Os valores entre parénteses, abaixo dos valores de percentagem, indicam o nimero de mutacGes
utilizadas para o respetivo célculo das percentagens de eficacia.

MUTAGOES PATOGENICAS E BENIGNAS
o | % deeficaciana % de eficacia para cada dominio funcional da proteina MeCP2
o proteina MeCP2 MBD ID TRD CTD
S
= 82% 81,8% | 889% | 50% | 87,5%
= (50) (11) 9) ©6) (24)

MUTAGOES PATOGENICAS

o | % de eficacia na % de eficacia para cada dominio funcional da proteina MeCP2
o proteina MeCP2 MBD ID TRD CTD
S
~ | 66,7% 80% 80% | 25% | 62,5%
= 7 (10) 5) @) ®)
< 9% de eficacia na % de eficacia para cada dominio funcional da proteina MeCP2
o proteina MeCP2 MBD ID TRD CTD
S
~| 60,7% 63,6% 80% 25% 62,5%
= 28) (1) 5) @) ®)

Ao analisar o Quadro 4.2 é possivel tirar algumas conclusdes. O primeiro dado
observavel a partir do Quadro 4.2 baseia-se no facto de a percentagem de eficacia do método B
ser menor a classificar o conjunto de mutagdes patogénicas comparativamente a percentagem
de eficacia de classificacdo de mutacgdes patogénicas e benignas. Esta conclusdo aplica-se ndo
sO ao conjunto de mutagdes identificadas ao longo da proteina MeCP2, mas também se aplica
as percentagens de eficacia em classificar as mutac@es identificadas em cada dominio funcional
da proteina MeCP2.
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Isto pode ser explicado pelo facto de 0 método B ser sempre eficaz em classificar,
através da categoria B1, as mutac@es benignas. Assim, por se remover da amostra de mutacoes
analisadas o conjunto de mutagfes benignas, que o método B classifica sempre eficazmente
com a categoria B1, o nimero da amostra de mutacdes analisadas diminui, 0 que origina um
decréscimo da percentagem de eficdcia do método B tanto em classificar as mutacGes
patogénicas identificadas ao longo da proteina MeCP2, como em classificar os conjuntos de

mutacdes patogenicas identificadas em cada dominio funcional da proteina MeCP2.

Ao analisar as percentagens de eficacia dos métodos A e B, verifica-se que ambos os
métodos obtém percentagens razoavelmente boas. No entanto, 0 mesmo néo se verifica ao
analisar as percentagens de eficacia de ambos os métodos em classificar as mutacoes
identificadas no dominio TRD da proteina MeCP2 (ver Quadro 4.2). Sdo dois 0s motivos em
que se baseia esta baixa percentagem de eficacia. O primeiro deriva do facto de duas mutacGes
patogénicas (P225L e R309W) identificadas no dominio TRD originarem quadros clinicos no
sexo masculino e feminino com severidades semelhantes. Esta situacdo contraria a premissa
basilar dos métodos A e B, que afirma que, na auséncia de fatores modeladores da severidade
dos quadros clinicos (XCI enviesada, SK e mosaicismo celular para a mutacgdo), o fen6tipo
criado por uma mutacdo patogénica no gene MECP2 é sempre mais severo e incapacitante no
sexo masculino quando comparado com o fendtipo feminino. O segundo motivo que explica a
baixa percentagem de eficacia ao classificar o conjunto de mutag¢bes patogénicas no dominio
TRD, advém do facto de a mutacdo P272L originar quadros clinicos dispares no sexo masculino
e no sexo feminino. Isto resulta numa ineficacia por parte dos métodos A e B em prever e

contextualizar os quadros clinicos associados a mutagao.

Por sua vez, os motivos pelo qual os métodos A e B obtém uma percentagem de eficacia
menor no dominio CTD, comparativamente aos dominios MBD e ID, s&o semelhantes aos
expostos anteriormente, nomeadamente, a criagdo de quadros clinicos dispares (mutagdo
G428S) e a criacdo de quadros clinicos mais severos e incapacitantes no sexo feminino
(mutagdo T479M). Por fim, a mutagdo K417M, também localizada no dominio CTD, origina
quadros clinicos nos dois sexos impossiveis de contextualizar e categorizar segundo os critérios
de classificagdo dos métodos A e B. A Figura 4.1 ilustra a distribuicdo ao longo da proteina
MeCP2 das mutacdes classificadas de forma ineficaz através dos critérios de classificagdo do

método B.
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Figura 4.1 - Distribuicao das mutacdes classificadas ineficazmente através do método B —
llustracdo da localizacdo na proteina MeCP2 das nove mutacgdes classificadas ineficazmente
através dos critérios de classificacdo do método B. Na regido inferior estdo enumerados os
diversos aminoacidos da proteina MeCP2 e ilustrados, através de retangulos coloridos, 0s
diferentes dominios funcionais da proteina MeCP2. Diferentes cores indicam diferentes
dominios funcionais: azul-escuro, N-Terminal Domain (NTD); verde, Methyl-Binding Domain
(MBD); cinzento, Inter-Domain (ID); laranja, Transcriptional Repression Domain (TRD);
azul-claro, C-Terminal Domain (CTD). Foram classificadas de forma ineficaz através do
método B duas muta¢fes no dominio MBD, uma mutacdo no dominio ID, trés mutacdes no
dominio TRD e trés muta¢des no dominio CTD. Néo foram identificadas muta¢6es no dominio
NTD.

Da analise da Figura 4.1 e das nove mutac@es classificadas ineficazmente pelo método
B, verifica-se que estas mutacdes ndo se condensam em nenhum local especifico na proteina
MeCP2. Pode-se concluir que ndo existe nenhum dominio funcional ou local na proteina que

contenha mutac@es que origine fendtipos que ndo obedecam aos critérios dos métodos A e B.

Em dltima andlise, verifica-se através do Quadro 4.2 que o método B obtém
praticamente valores de percentagem de eficacia semelhantes ao método A, excetuando na
classificacdo do conjunto de mutag6es patogénicas identificadas no dominio MBD, pelas razdes
expostas no ponto 4.1.1. A razdo pela qual os valores de percentagem de eficacia entre os dois
métodos serem praticamente semelhantes advém do facto do método B se basear no método A.
Os critérios de classificacdo do método B baseiam-se nos critérios de classificagdo do método
A, sendo que ambos 0s métodos partilham da mesma premissa basilar. Esta premissa basilar
afirma que para a mesma mutacdo patogénica no gene MECP2, e na auséncia de fatores
modeladores de severidade de fenotipos (XCI enviesada, SK e mosaicismo celular para a
mutacéo), o fenotipo masculino é sempre mais severo e incapacitante quando comparado com

o fenotipo feminino.

Deste modo, atraves da percentagem de eficacia do método B, pode-se concluir que
66,7% das mutacdes patogénicas identificadas no gene MECP2 originam quadros clinicos mais
severos e incapacitantes no sexo masculino quando comparados com os quadros clinicos no
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sexo feminino. Para a elaboracdo desta conclusdo utilizou-se a percentagem de eficacia do
método B, ao invés da percentagem de eficacia do método A, uma vez que no valor de
percentagem de eficacia do método B nédo estdo contempladas situacGes em que estdo presentes
fatores modeladores de severidade de fendtipos (XCI enviesada, SK e mosaicismo celular), que
podem condicionar esta conclusdo. E importante referir que o valor de 66,7% ndo engloba a
classificacdo da mutacdo K417M e os seus respetivos fendtipos, onde os métodos A e B sdo
ineficazes, mas o fenotipo masculino identificado é mais severo e incapacitante quando

comparado com o fenétipo feminino.

4.2 Distribuicdo e frequéncia das mutacbes no gene
MECP2

O presente trabalho analisou uma larga amostra de casos masculinos identificados com
mutagdes missense no gene MECP2. No total somam-se 144 casos masculinos analisados. A
Figura 4.2 ilustra a distribuicdo destes casos e a sua frequéncia. Ao analisar os resultados
apresentados na Figura 4.2 e na Figura 1.14, verifica-se que as mutacdes missense mais
recorrentes no gene MECP2 no sexo feminino (R106W, R133C, T158M e R306C) ndo séo as
mutacdes missense mais recorrentes no sexo masculino no gene MECP2 (20). Apesar de a
mutacdo T158M, a semelhanca do que se sucede no sexo feminino, ser uma das mutacées que
mais se identificou no sexo masculino, as mutagdes R133C e R106W néo séo das mutacoes
mais frequentes no sexo masculino. Por outro lado, a muta¢do R306C, uma das mutagdes mais
frequentes no sexo feminino, ndo foi identificada em nenhum caso masculino, segundo a base
de dados RettBase (20).
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Figura 4.2 — Distribuicdo e frequéncia dos casos masculinos analisados — llustracdo da
distribuicdo dos 144 casos masculinos analisados com mutagdes missense no gene MECP2. No
eixo das ordenadas estdo indicados os numeros de casos masculinos identificados com uma
mutacdo missense no gene MECP2 num determinado aminoacido da proteina. No eixo das
abcissas estdo enumerados os diversos aminoacidos da proteina MeCP2 e ilustrados, através de
retangulos coloridos, os diferentes dominios funcionais da proteina MeCP2. Diferentes cores
indicam diferentes dominios funcionais: azul-escuro, N-Terminal Domain (NTD); verde,
Methyl-Binding Domain (MBD); cinzento, Inter-Domain (ID); laranja, Transcriptional
Repression Domain (TRD); azul-claro, C-Terminal Domain (CTD). Foram analisados 0 casos
masculinos no dominio NTD, 49 casos masculinos no dominio MBD, 31 casos masculinos no
dominio ID, 13 casos masculinos no dominio TRD e 51 casos masculinos no dominio CTD.

4.3 Severidade dos fenoétipos analisados ao longo da
proteina MeCP2

Apbs a classificacdo das mutacdes missense identificadas no gene MECP2 no sexo
masculino segundo os critérios de classificagdo do método B, é possivel analisar a severidade
dos fendtipos criados pelas diversas mutagdes analisadas ao longo da proteina MeCP2. Uma
das principais vantagens do método B é permitir avaliar as mutagdes analisadas de uma forma
quantitativa segundo o grau de severidade dos fendtipos criados por essas mesmas mutacoes.
Deste modo, o presente trabalho usou esta vantagem e, através das categorias do método B,
analisou a distribuicdo dos graus de severidade dos fendtipos associados as mutagées analisadas

ao longo da proteina MeCP2 (Figura 4.3).

168



A Origem Genética da Sindrome de Rett no Sexo Masculino

2}
0
@)
O
|_
w
=
0
a)
<
o
O
O
L
|_
<
O

AMINOACIDOS DA PROTEINA MeCP2

Figura 4.3 — Distribuicdo do grau de severidade dos fenotipos analisados ao longo da
proteina MeCP2 - Distribuicdo das 41 mutacGes classificadas eficazmente segundo os
critérios de classificacdo do método B, tendo em conta o aminoacido afetado na proteina
MeCP2 e tendo em conta a severidade dos fendtipos. No eixo das ordenadas estdo indicadas as
categorias do método de classificacdo B. No eixo das abcissas estdo enumerados os diversos
amino&cidos da proteina MeCP2 e ilustrados, atraves de retdngulos coloridos, os diferentes
dominios funcionais: azul-escuro, N-Terminal Domain (NTD); verde, Methyl-Binding Domain
(MBD); cinzento, Inter-Domain (ID); laranja, Transcriptional Repression Domain (TRD);
azul-claro, C-Terminal Domain (CTD). As categorias intermédias do método B, foi alocado
como valor numérico no eixo das ordenadas, a média dos dois valores correspondentes as duas
categorias da respetiva categoria intermédia. No aminoacido 133 da proteina MeCP2, onde
foram identificadas duas mutacdes distintas, foi alocado, como valor numérico no eixo das
ordenadas, a média das duas classificacdes realizadas pelo método B as duas mutagdes.

De seguida, analisou-se a distribuicdo dos graus de severidade dos fendtipos associados
apenas a mutacoes patogénicas ao longo da proteina MeCP2, focando, deste modo, apenas nas
mutacdes classificadas eficazmente com um valor numérico superior a 1 com recurso as

categorias do método B. A Figura 4.4 ilustra esta distribuicao.
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Figura 4.4 - Distribuicdo do grau de severidade dos fenétipos analisados com mutagdes
patogénicas ao longo da proteina MeCP2 - Distribuicdo das 18 mutacbes patogénicas
classificadas eficazmente segundo os critérios de classificacdo do método B, tendo em conta o
aminoéacido afetado na proteina MeCP2 e tendo em conta a severidade dos fendtipos. No eixo
das ordenadas estdo indicadas as categorias do método de classificacdo B. No eixo das abcissas
estdo enumerados os diversos aminoacidos da proteina MeCP2 e ilustrados, através de
retdngulos coloridos, os diferentes dominios funcionais: azul-escuro, N-Terminal Domain
(NTD); verde, Methyl-Binding Domain (MBD); cinzento, Inter-Domain (ID); laranja,
Transcriptional Repression Domain (TRD); azul claro, C-Terminal Domain (CTD). As
categorias intermédias do método B, foi alocado como valor numérico no eixo das ordenadas,
a média dos dois valores correspondentes as duas categorias da respetiva categoria intermédia.
No aminoacido 133 da proteina MeCP2, onde foram identificadas duas mutacdes distintas, foi
alocado, como valor numérico no eixo das ordenadas, a média das duas classificacdes realizadas
pelo método B as duas mutacdes.

Uma vez que o método B permite avaliar as mutacGes analisadas de uma forma
guantitativa segundo o grau de severidade dos fenotipos, o presente trabalho analisou o grau de
severidade dos fenotipos associados as mutagdes analisadas em cada dominio funcional da
proteina MeCP2. Esta andlise pretende avaliar se existe algum dominio funcional onde se
verifigue mutacGes associadas a quadros clinicos mais severos e incapacitantes no sexo
masculino. De forma a realizar esta analise calculou-se, para cada dominio funcional da
proteina, a média dos valores numericos associados as categorias de classificagdo do método
B. Apos este calculo obteve-se para o dominio MBD a média de 2,89; dominio ID a média de
1,5; dominio TRD a média de 1,33; dominio CTD a média de 1,38 (Figura 4.5).
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MEDIA DAS SEVERIDADES NOS DOMINIOS FUNCIONAIS
CATEGORIAS DO METODO B

2,5

TRD CTD ID MBD
(3) (21) ®8) (9)

Figura 4.5 — Graus de severidade associados aos dominios funcionais da proteina MeCP2
- llustracdo numa escala de 1 a 4 (intervalo de valores numéricos para as categorias do método
B) dos valores numéricos correspondentes as médias das categorias do método B que
classificam os fenotipos associados as mutacdes analisadas em cada dominio funcional da
proteina MeCP2: MBD:2,89; ID:1,5; TRD:1,33; CTD:1,38. Ndo foram identificadas mutacdes
no dominio NTD. Os valores numéricos entre parénteses indicam o numero de classificagcdes
utilizadas para o calculo da média.

Por fim, através do conjunto das 41 mutagdes classificadas eficazmente através do
método B, avaliou-se, ao longo da proteina MeCP2, a distribuicdo das 23 mutagdes
consideradas benignas e a distribuicdo das 18 mutacdes consideradas patogénicas, tendo em
conta o aminoacido afetado na proteina MeCP2. A Figura 4.6 ilustra a analise referente as

mutacdes patogénicas e a Figura 4.7 ilustra a analise referente as mutagdes benignas.

AMINOACIDOS DA PROTEINA MeCP2

Figura 4.6 — Distribuicdo das mutacfes patogénicas ao longo da proteina MeCP2 —
Distribuicdo das 18 mutagfes patogénicas classificadas eficazmente segundo os critérios de
classificacdo do método B, tendo em conta o aminoacido afetado na proteina MeCP2. Na regido
inferior estdo enumerados os diversos aminoacidos da proteina MeCP2 e ilustrados, através de
retdngulos coloridos, os diferentes dominios funcionais: azul-escuro, N-Terminal Domain
(NTD); verde, Methyl-Binding Domain (MBD); cinzento, Inter-Domain (ID); laranja,
Transcriptional Repression Domain (TRD); azul-claro, C-Terminal Domain (CTD). Destas 18
mutacdes, oito mutagdes foram identificadas no dominio MBD, quatro mutagdes no dominio
ID, uma mutagdo no dominio TRD e cinco mutagdes no dominio CTD. N&o foram identificadas
mutacBes no dominio NTD. Nesta figura ndo estdo ilustradas as mutagGes patogénicas
classificadas ineficazmente pelo método B ou as mutacdes patogeénicas no qual a sua
classificacdo se verificou inconclusiva segundo os critérios do método B

171



A Origem Genética da Sindrome de Rett no Sexo Masculino

AMINOACIDOS DA PROTEINA MeCP2

Figura 4.7 — Distribuicdo das mutagdes benignas ao longo da proteina MeCP2 — llustracéo
da distribuicdo das 23 mutacGes consideradas benignas, através dos critérios estabelecidos no
ponto 2.5, tendo em conta o aminoacido afetado da proteina MeCP2. Na regido inferior estéo
enumerados os diversos aminoacidos da proteina MeCP2 e ilustrados, através de retangulos
coloridos, os diferentes dominios funcionais: azul-escuro, N-Terminal Domain (NTD); verde,
Methyl-Binding Domain (MBD); cinzento, Inter-Domain (ID); laranja, Transcriptional
Repression Domain (TRD); azul-claro, C-Terminal Domain (CTD). Destas 23 mutag0es
consideradas benignas, uma mutacdo foi identificada no dominio MBD, quatro muta¢des no
dominio ID, duas mutacdes no dominio TRD e 16 muta¢Ges no dominio CTD. Néo foram
identificadas muta¢6es no dominio NTD

A Figura 4.8 ilustra a proporc¢éo entre o conjunto de mutagdes patogénicas e o conjunto
de mutacOes benignas tendo em conta a amostra de 41 mutacGes eficazmente classificadas pelo
método B. Através desta figura é possivel constatar que uma grande porcdo das mutagdes

analisadas no presente trabalho s&o mutac6es consideradas benignas.

Mutagoes patogénicas vs benignas

m patogénicas

® benignas

Figura 4.8 — Proporcdo entre mutacfes patogénicas e mutagdes benignas — llustracdo da
proporcdo entre o conjunto de mutagdes patogénicas no gene MECP2 classificadas eficazmente
pelo método B (18 mutagdes patogenicas), e o conjunto de muta¢fes no gene MECP2
consideradas benignas, tendo em contas as premissas estabelecidas no ponto 2.5 (23 mutacdes
benignas).
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Da anélise da Figura 4.4 e da Figura 4.5 é possivel observar que o dominio MBD é o
dominio funcional no qual estdo presentes as mutag¢fes que originam os quadros clinicos mais
severos e incapacitantes no sexo masculino. Os resultados evidenciados na Figura 4.5
corroboram de forma clara esta afirmacdo. Nesta ultima figura, onde estdo ilustradas as médias
das categorias do método B que classificam os fenotipos associados as mutacGes analisadas em
cada dominio funcional, verifica-se que o valor numérico correspondente a media do dominio

MBD distancia-se dos outros trés dominios funcionais (ID, TRD e CTD).

Este dado pode ser indicativo de que o dominio MBD tem uma alta relevancia para a
funcdo da proteina MeCP2. Este é o dominio de ligacdo ao ADN, uma a¢do necessaria para que
esta proteina possa exercer uma das suas principais funcgdes fisiologicas, nomeadamente, a
repressdo da transcricdo genética. Qualquer disrupcdo neste dominio podera afetar
significativamente a sua capacidade de se ligar ao ADN. Esta relevancia do dominio MBD para
a funcdo da proteina MeCP2 pode explicar a razdo pela qual estdo associados a este dominio 0s

quadros clinicos mais severos e incapacitantes analisados no sexo masculino (157,158).

Esta relevancia do dominio MBD para a funcgéo fisioldgica da proteina MeCP2 parece
ser corroborada pela anélise conjunta dos resultados evidenciados na Figura 4.2 e na Figura 4.7.
Isto porque, apesar dos inumeros casos masculinos analisados com mutacdes no gene MECP2
no dominio MBD (ver Figura 4.2), apenas se identificou uma mutacéo benigna neste dominio
(ver Figura 4.7), sendo as restantes mutacBes patogénicas. Este dado pode ser também
indicativo de que qualquer disrup¢do neste dominio pode afetar significativamente a funcdo da
proteina. Existem estudos na literatura cientifica que evidenciam a mesma conclusdo,
nomeadamente, que ao dominio MBD estdo associadas as muta¢es no gene MECP2 que

originam os quadros clinicos mais severos e incapacitantes (94).

Ao analisar as mutagdes e respetivos fendtipos identificados no dominio funcional TRD,
verifica-se que se identificaram poucas mutagdes presentes no sexo masculino neste dominio.
Os resultados evidenciados na Figura 4.2 e na Figura 4.3 ilustram este facto, mostrando os
poucos casos identificados (13 casos) e, consequentemente, as poucas mutacdes analisadas
neste dominio (seis mutacGes analisadas através do método B). Destas seis mutacoes
identificadas no dominio TRD, apenas trés foram eficazmente classificadas pelo método B (ver
Quadro 4.2), sendo que destas trés, duas mutacdes foram consideradas polimorfismos genéticos
benignos. Deste modo, apenas trés mutacfes foram usadas para tecer conclusdes sobre o grau

de severidade criado por muta¢fes no dominio TRD.
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O presente trabalho considera que o nimero de mutagdes identificadas no dominio TRD
é bastante reduzido para poder realizar qualquer concluséo relativa a severidade associada aos
fenotipos masculinos associados a mutacfes neste dominio. Por este motivo, uma das
conclusdes, passiveis de identificar através deste trabalho, € o facto de existir, no sexo
masculino, um numero bastante reduzido de mutagGes missense identificadas no gene MECP2.

A Figura 4.2 e a Figura 4.3 ilustram esta conclusao.

Por outro lado, verifica-se que a concluséo referida anteriormente ndo se aplica ao sexo
feminino. Ao analisar, através da base de dados RettBase as mutacGes missense identificadas
no gene MECP2 no sexo feminino, verifica-se a mengéo a 363 casos femininos com mutagdes
no dominio TRD. Ao realizar a mesma pesquisa para os restantes dominios funcionais da
proteina MeCP2, verifica-se que a RettBase faz referéncia a 980 casos no dominio MBD, 188
casos no dominio CTD e 68 casos no dominio ID (62). Assim, observa-se que, a semelhanga
do que se sucede no sexo masculino, as mutagfes missense no gene MECP2 condensam-se no
dominio MBD no sexo feminino (ver Figura 4.2). Por outro lado, no sexo feminino, o segundo
dominio funcional com mais casos identificados com muta¢fes missense no gene MECP?2 foi
o dominio TRD. De forma contraria, como é possivel constatar na Figura 4.2 e na Figura 4.3,
no sexo masculino, o dominio funcional com menos casos identificados com mutagdes missense
no gene MECP2 é o dominio TRD. N&o é claro o motivo pelo qual se identificou um namero
bastante reduzido de muta¢Ges missense no dominio TRD no sexo masculino, tendo em conta
a importancia deste dominio para a fungdo da proteina MeCP2. O dominio TRD é responsavel
pela repressdo da transcricdo genética através do recrutamento de outras proteinas como o co-
repressor Sin3A e as HDAC. Também o dominio NID, que estd contido no dominio TRD,
permite a interacdo da proteina MeCP2 com o complexo co-repressor NCoOR/SMRT, que por

sua vez, permite a repressdo da transcricdo genética (6,20,21).

Uma hipotese que poderia explicar o motivo pelo qual existem poucas mutac¢Ges
missense no dominio TRD baseia-se no facto de estas mutacGes originarem quadros clinicos
letais e incompativeis com a vida, provocando, deste modo, abortos espontaneos e mortes
prematuras no sexo masculino. No entanto, existem dados na literatura cientifica que indicam
que no sexo feminino os quadros clinicos criados por muta¢des missense no dominio TRD sdo
menos severos quando comparados com os quadros clinicos criados por mutagdes missense no
dominio MBD (126). Deste modo, ao considerar os diversos quadros clinicos de rapazes

analisados com mutacdes missense no dominio MBD no presente trabalho, parece pouco
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provavel que a hipdtese exposta anteriormente explique o nimero reduzido de mutacGes

missense identificadas no dominio TRD no sexo masculino.

Por sua vez, ao analisar os fendtipos criados pelas mutacGes presentes no dominio ID, é
possivel retirar duas conclus@es. A primeira conclusao deriva da anélise da Figura 4.4, pois 0s
fendtipos criados por mutagBes patogenicas presentes no dominio ID sdo de severidade
reduzida, quando comparados com 0s outros dominios com mutacdes patogénicas (MBD e
CTD). A segunda conclusdo deriva da analise conjunta dos resultados evidenciados na Figura
4.6 e na Figura 4.7, e é relativa a identificacdo de um segmento no dominio 1D, onde existem
apenas mutacdes benignas. Os aminoacidos 196 e 203 da proteina MeCP2 delimitam uma zona
na proteina, onde estdo identificadas quatro mutacbes benignas (T203M, A201V, T197M,
T196S). Estas quatro mutacdes benignas ao se encontrarem de forma condensada numa zona
do gene onde ndo estdo identificadas mutacdes patogénicas, podem defenir um segmento no
dominio ID, correspondente a uma zona na proteina MeCP2, que em termos funcionais

apresenta menos relevancia para a funcéo fisioldgica da proteina.

Ao analisar a Figura 4.6 e a Figura 4.7 verifica-se que, a semelhangca do exposto
anteriormente, é possivel identificar outro segmento no gene que codifica a proteina MeCP2,
onde existem, de forma condensada, apenas mutacdes benignas. Este Ultimo segmento esta
localizado no dominio CTD e compreende os aminoacidos 376 e 402. Os aminoacidos 376 e
402 da proteina MeCP2 delimitam este segmento, sendo que dentro deste estdo identificadas
nove mutacdes benignas (P376S, A378V, P381A, P387L, E394K, E397K, P399L, S401N,
P402L). Estas nove mutacdes benignas identificadas no dominio CTD, por se encontrarem de
forma condensada numa zona onde ndo existem mutacgdes patogénicas identificadas, podem ser
indicativas de outra zona na proteina que em termos funcionais pode apresentar menos

relevancia para a funcéo fisiologica da proteina MeCP2.

Ao utilizar a base de dados RettBase para analisar as mutagdes missense identificadas
no sexo feminino presentes nestes dois segmentos da proteina MeCP2, verifica-se que a base
de dados n&o identifica nenhuma mutacdo classificada como patogénica. Deste modo, 0
conjunto de mutagdes missense no gene MECP?2 referidas na RettBase e identificadas no sexo
feminino, compreendidas entre 0os aminoacidos 196 a 203 e entre 0os aminoacidos 376 a 402,
sdo classificadas como mutacdes benignas ou como tendo um significado patogénico

desconhecido (62). Estes dados possibilitam também corroborar a hipotese de estes dois
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segmentos da proteina MeCP2 apresentarem uma menor relevancia para a funcéo fisioldgica
da proteina (62).

4.4 Limitac0Oes do estudo

Ap0s realizar-se a classificacdo da amostra de mutacdes e apos a analise dos resultados
obtidos torna-se importante refletir sobre as limitagcbes do presente trabalho. As limitacdes,
inerentes a qualquer estudo, podem interferir com os resultados obtidos e respetivas conclusoes,

sendo, por isso, importante analisar o impacto das limitacdes identificadas no presente trabalho.

Uma das principais limitacdes do presente estudo é referente a possibilidade de se
estabelecer de forma errénea uma correlacéo entre determinada mutacéo e determinado quadro
sintomatologico. O presente estudo, ao identificar num individuo masculino uma mutacéo no
gene MECP2, estabelece de forma direta uma correlacdo entre essa mesma mutacéo e o quadro
sintomatoldgico identificado no individuo. De forma a minimizar o efeito desta limitacéo, o
presente trabalho estabeleceu no ponto 2.5 um conjunto de premissas que salvaguardam a
possibilidade de a mutacdo analisada ndo ser a causa para 0 quadro sintomatolégico
identificado. No entanto, apesar da existéncia das duas premissas estabelecidas no ponto 2.5,
existe a possibilidade de o presente trabalho estabelecer um correlacionamento erréneo entre
uma mutacdo benigna e um quadro patogénico, tendo em conta que o programa PolyPhen-2 é
um programa bioinformatico preditivo relativamente a patogenicidade das mutacdes, podendo
apresentar resultados com um grau de confianca variavel (66). Esta possibilidade pode criar um
enviesamento nos resultados obtidos, nomeadamente no estabelecimento de um grau de
severidade associado as mutacdes analisadas e, em Ultimo caso, afetar favoravelmente ou

desfavoravelmente a eficécia da classificacdo realizada pelos métodos A e B.

Também o inverso do exposto anteriormente pode suceder, ou seja, considerar-se como
benigna uma mutagéo patogénica. Isto deve-se a existéncia concomitante de outras limitagGes.
Dessas limitagdes enumera-se 0 facto de que para algumas mutagdes existem poucos casos
identificacos ou, por vezes, apenas um caso masculino portador, sendo que existe a
possibilidade de qualquer patogenicidade associada a mutacdo em estudo estar ocultada no(s)
unico(s) caso(s) masculino(s) identificado(s) como portadores da mutacéo (86). Esta ocultacéo
de patogenicidade pode estar correlacionada com outra limitagdo do presente estudo,
nomeadamente, a possibilidade de os artigos cientificos, que descrevem as mutacfes analisadas,
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ndo realizarem os devidos estudos moleculares para identificar a presenca de fatores
modeladores de severidade de fen6tipos nos casos portadores de mutagfes (mosaicismo celular
e SK).

Um fator que também pode originar uma correlacdo erronea entre determinada mutagao
e determinado quadro sintomatoldgico tem por base os proprios métodos moleculares que cada
estudo adota para identificar as mutacdes no gene MECP2. Cada estudo utiliza determinado
método molecular para poder identificar mutacGes no gene MECP2. Mas os préprios métodos
moleculares sao faliveis, pois apresentam as suas proprias limitacGes, existindo a hipotese de
ndo serem identificadas mutacfes patogénicas no gene MECP2 através desses métodos (128).
Isto cria a possibilidade de se estabelecer uma correlacdo erronea entre determinada mutagéo
benigna e um determinado quadro sintomatolégico. O mesmo ocorre nos métodos de
identificacdo do racio da XCI, uma vez que pode existir distintos racios de XCI em diferentes
tecidos. A titulo de exemplo, um resultado que revela uma XCI aleatéria numa amostra de
sangue, nao significa obrigatoriamente que haja uma XCI aleat6ria no cérebro (97). Todas estas
limitacGes apresentam capacidade para criar enviesamentos nos resultados obtidos e
enviesamentos nas conclusdes relativas aos graus de severidade associados as mutacdes
analisadas. Em Gltima andlise, estas limitacfes apresentam também capacidade para influenciar

a percentagem de eficécia de classificacdo dos métodos A e B.

Uma limitacdo propria do método de classificacdo B reside na extrapolacdo que o
método B realiza quando néo existem casos femininos identificados com determinada mutacéo.
Quando o0 método B néo identifica casos femininos com uma mutacéo, extrapola que a mutacao
cria um fendtipo assintomatico no sexo feminino (ver quadro 1.5). No entanto, existe a
possibilidade de esta extrapolagéo ser incorreta em determinadas situagdes, tendo em conta que
existem polimorfismos raros no gene MECP2 que podem apresentar capacidade patogénica.
Outro fator que pode contribuir para a extrapolagdo anterior estar incorreta, é relativo a grande
diversidade e variabilidade sintomatoldgica e de fenotipos associados as mutacGes no gene
MECP?2. Isto pode gerar entropia na deciséo de realizar um diagndstico molecular a nivel do
gene MECP2, o que se traduz numa pouca frequéncia na realizacdo da identificacdo de

mutacdes eventualmente patogénicas no gene MECP2.

A existéncia de terapias farmacologicas e/ou ndo farmacologicas podem ser um aspeto
gue aumenta a variabilidade sintomatologica nos quadros clinicos identificados. A existéncia

destes tratamentos, com o objetivo de controlar os quadros sintomatolégicos nos casos
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analisados, tem capacidade para afetar os graus de severidade associados as mutacoes
analisadas, afetando, consequentemente, os resultados do presente trabalho. As informacoes
relativas aos tratamentos farmacoldgicos e/ou ndo farmacoldgicos nem sempre estdo
contemplados nos artigos cientificos e na maior parte dos casos € impossivel prever o impacto
destes tratamentos nos quadros clinicos. Este fator pode ser considerado como uma limitagéo
no que se refere ao estabelecimento de uma correlagcdo entre as mutacOes analisadas e as
respetivas severidades dos quadros sintomatoldgicos. Em ultima analise, as terapias subjacentes
aos casos identificados apresentam capacidade para provocar enviesamentos nos resultados

obtidos no presente trabalho.

Por sua vez, pode-se considerar como limitacdo o facto de o presente estudo estar
dependente apenas das informacdes clinicas descritas nos artigos cientificos que mencionam as
mutacdes analisadas. Para uma correta classificacdo das mutacdes através dos critérios dos
métodos A e B, é necessario estabelecer um grau de severidade associado aos fenotipos
identificados nos artigos cientificos. Os artigos cientificos que identificam as mutacdes
descrevem de forma distinta os quadros clinicos, sendo que cada artigo descreve de forma mais
ou menos detalhada, segundo o seu entender, os quadros sintomatoldgicos. Este fator pode ser
motivo para a criacdo de disparidades e enviesamentos no estabelecimento de uma correlagéo

entre determinada mutacao e determinados graus de severidade de quadros clinicos.

Também é uma limitag8o o facto de muitos estudos ndo referirem se houve uma analise
para verificar a existéncia de fatores modeladores de severidade de fen6tipos (moisacismo
celular para a mutacdo, XCI enviesada e SK) nos casos portadores de mutacfes no gene
MECP2. Estes fatores podem ocultar a sintomatologia associada a mutacdes patogénicas. Por
outro lado, também uma XCI enviesada pode agravar e aumentar o grau de severidade de
quadros sintomatologicos associados a mutacdes patogénicas no gene MECP2. Assim, a
inexisténcia de estudos que avaliem a presenca destes fatores modeladores de severidade s&o
uma das principais lacunas que impossibilitam tirar conclusGes através dos estudos que
identificam as mutacGes. Esta lacuna torna inviavel concluir sobre a patogenicidade das
mutacdes analisadas e impossibilitam estabelecer com seguranca uma correlacdo entre

determinada mutacdo e um determinado quadro sintomatoldgico.

Outra lacuna existente nos estudos que identificam as mutacdes no gene MECP2 € a
inexisténcia de estudos moleculares nos familiares dos casos analisados, com o objetivo de

identificar essas mesmas mutacdes. Este € um fator determinante para estabelecer de forma
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precisa e prudente uma correlagdo entre determinada mutacdo no gene MECP2 e determinado
quadro patogénico. O presente estudo permitiu demonstrar diversas vezes que foi possivel
verificar, apenas atraves de estudos moleculares a familiares dos casos estudados, que
determinadas mutacdes ndo apresentam capacidade patogénica. Diversas vezes verificou-se que
casos portadores de mutagdes no gene MECP2 com quadros patoldgicos apresentam familiares
do sexo masculino com quadros assintomaticos e com a mesma mutagdo. A identificacdo destes
familiares portadores da mesma mutagdo permitiu concluir que determinadas mutacdes ndo séo
patogénicas e sao classificadas como mutacGes benignas. A inexisténcia destes testes
moleculares nos familiares dos casos estudados com mutagdes no gene MECP2 podem
promover a classificacdo errénea de mutag¢fes segundo a sua capacidade patogénica.

Por outro lado, ao refletir sobre o termo “severidade do quadro clinico”, o mesmo pode
ser considerado subjetivo. Ao considerar a analise de um grande e diverso conjunto de quadros
clinicos no presente trabalho, definir quantitativamente, atraves dos critérios de classificacdo
do método B, um grau de severidade para os quadros clinicos pode ser subjetivo. Esta
subjetividade inerente a analise critica da severidade de um conjunto de sintomas presentes num
determinado quadro clinico pode estar contemplada na analise realizada por este trabalho aos
quadros clinicos, mas também na anélise realizada pelos inimeros e diversos autores dos artigos
cientificos utilizados pelo presente trabalho. Isto pode originar enviesamentos no
estabelecimento de uma correlacdo entre as mutacdes analisadas e um grau de severidade
sintomatoldgico, e por consequéncia, originar enviesamentos na classificacdo das mutacGes
através do método B. Deste modo, a subjetividade associada a analise da severidade

sintomatologica dos quadros clinicos pode ser considerada uma limitacdo do presente estudo.
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5 Conclusao

A literatura cientifica evidencia diversas metodologias que procuram realizar uma
correlacdo genotipo/fendtipo, tendo em conta as mutac@es identificadas no gene MECP2 e os
seus respetivos quadros clinicos associados (49). O presente trabalho propds-se a testar uma
novo método, baseado na metodologia descrita por Villard (2007) (35), que permite realizar
uma correlacdo genotipo/fendtipo tendo em conta as mutacdes no gene MECP2 identificadas
no sexo masculino. O método de Villard (2007) (35), designado pelo presente trabalho por
método A, descreve trés categorias para os fendtipos masculinos portadores de mutacfes
patogénicas missense no gene MECP2. Assim, o presente trabalho desenvolveu, com base no
método A, um novo método de classificacdo, designado por método B, que permite categorizar
as mutacdes missense no gene MECP?2 e estabelecer uma correlagdo gendtipo/fenttipo. Ambos
0s métodos baseiam-se na premissa de que uma mutacdo patogénica no gene MECP2 origina,
na auséncia de fatores modeladores de severidade de fendtipos (SK, XCI enviesada e
mosaicismo celular para a muta¢do), um quadro clinico mais severo e incapacitante no sexo

masculino comparativamente ao quadro clinico identificado no sexo feminino (35).

Ao testar a eficacia do método B em realizar uma correlagdo gendtipo/fen6tipo através
do conjunto de mutacBes missense descritas na base de dados RettBase (62) e identificadas no
sexo masculino, verificou-se que do conjunto de 50 mutacdes analisadas, obteve-se uma
percentagem de eficacia de 82% na classificacdo. Esta classificacdo engloba a classificacdo de
mutacdes benignas. Como o método A ndo tem em conta a classificacdo de mutacgdes benignas,
comparou-se as percentagens de eficacia dos dois métodos em classificar apenas as mutacées
patogénicas (35). Deste modo, obteve-se uma percentagem de eficacia de 60,7% para o método
A e uma percentagem de eficacia de 66,7% para 0 método B, tendo em conta apenas a

classificacdo das mutacdes patogénicas.

O método B revelou vantagens comparativamente ao método A. A primeira vantagem
reside na capacidade do método B em classificar mutagdes benignas. No entanto, a principal
vantagem do método B, que Ihe confere uma percentagem de eficacia (66,7%) superior a do
método B (60,7%), € relativa a sua capacidade para prever e contextualizar fen6tipos com graus
de severidade intermédia, tendo em conta a grande diversidade fenotipica e sintomatolégica
existente para as mutacGes patogenicas no gene MECP2. O método B consegue prever fendtipos
que ndo estdo englobados nos critérios de classificagdo do método A, uma vez que existem

quadros patologicos menos severos do que aqueles que estdo contemplados nos critérios do
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método A e considerando que existem quadros patolégicos com graus de severidade
intermédios e compreendidos entre as categorias do método A (75,112).

No entanto, 0 método A apresenta uma vantagem comparativamente ao método B,
nomeadamente, a sua capacidade para prever e contextualizar fendtipos que apresentem fatores
modeladores de severidade dos quadros clinicos (SK, XCI enviesada e mosaicismo para a

mutacdo). O metodo B, na presenca destes fatores, revela-se inconclusivo.

Através do método B foi possivel concluir que 66,7% das mutagcBes missense
patogénicas identificadas no gene MECP2 originam fendtipos mais severos e incapacitantes no
sexo masculino comparativamente aos fenotipos identificados no sexo feminino. Este método
apresenta uma percentagem de eficacia (66,7%) que apesar de ndo ser elevada é razoavelmente
justificavel para poder utilizar o método para realizar correlagGes gendtipo/fendtipo. Assim,
através do estabelecimento de uma correlacdo entre determinada mutacdo patogénica no gene
MECP2 e determinado fendtipo, o método B permite extrapolar quadros sintomatoldgicos para
casos portadores de mutacGes no gene MECP2. Esta aplicabilidade do método B pode ser util
tanto para as mutagdes ja identificadas na literatura cientifica como para mutagdes que possam
vir a ser futuramente identificadas no gene MECP2.

Verificou-se, através da analise do grau de severidade dos casos clinicos identificados,
que as mutacdes missense identificadas no sexo masculino no dominio MBD estdo associadas
a quadros sintomatoldgicos mais severos e incapacitantes. Este dado pode ser indicativo da
relevancia do dominio MBD para a funcédo fisioldgica da proteina MeCP2. Por outro lado,
verificou-se que existem poucas mutacdes missense no dominio TRD (sete mutacfes)
identificadas no sexo masculino. Ao contrario do que sucede no sexo feminino, onde o dominio
TRD é o segundo dominio funcional com mais casos identificados como portadores de
mutacdes missense, no sexo masculino o dominio TRD é o dominio funcional com menos casos
identificados como portadores de mutagdes missense. Ao analisar as mutagdes missense mais
recorrentes no gene MECP2 identificadas no sexo masculino, verifica-se que estas nédo
correspondem as mutagdes missense mais recorrentes no sexo feminino (R106W, R133C,
T158M e R306C) (20). O presente estudo identificou ainda no gene que codifica a proteina
MeCP2 dois segmentos onde se encontram de forma condensada um conjunto de mutacgdes
benignas e onde ndo existem mutagdes patogénicas. Estes dois locais podem corresponder a

zonas na proteina MeCP2 com menor relevancia para a sua funcéo fisiologica.

182



A Origem Genética da Sindrome de Rett no Sexo Masculino

Por fim, tendo em conta a metodologia levada a cabo no presente trabalho, pode-se
afirmar que este estudo se diferencia dos restantes pela quantidade de casos analisados. Neste
trabalho analisou-se 144 casos masculinos portadores de mutacdes missense no gene MECP2 e
utilizou-se, para estipular a amostra em estudo, a RettBase, a base de dados de referéncia para
as mutacgdes no gene MECP2, uma vez que contem a grande maioria das mutacoes identificadas
neste gene. Deste modo, obteve-se uma amostra bastante abrangente e alargada. Estes dados

permitem sustentar e dar solidez as conclusdes obtidas no presente trabalho.
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