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RESUMEN ESTRUCTURADO

ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO. El sindrome de Rett (SR) es un desorden severo
del neurodesarrollo, que afecta de manera casi exclusiva al género femenino. Es la causa
mas importante de retraso mental y discapacidad en niflas y mujeres a nivel mundial.
Clinicamente se caracteriza por pérdida progresiva de la capacidad intelectual, de las
habilidades motoras, de comunicacion y una marcada desaceleracion de crecimiento del
perimetro cefélico asi como desarrollo de movimientos estereotipados de las manos, lo cual
ocurre después de un periodo aparentemente normal. El diagnéstico se establece
Unicamente por criterios clinicos, pero las manifestaciones muestran una gran variabilidad,
lo que ha conducido a establecer subgrupos de pacientes definiendo dos formas clinicas, la
clasica y las formas atipicas. El 80 a 85% de los casos de SR clasico y 30 a 50% de los
casos atipicos se deben a una mutacion en el gen MECP?2 localizado en el brazo largo del
cromosoma X (Xq28) y hasta el momento se han reportado mas de 200 diferentes
mutaciones; ocho mutaciones son las m4s comunes y sumadas representan

aproximadamente el 70% de todas las mutaciones descritas.

JUSTIFICACION. En México se desconoce el tipo de mutaciones en pacientes con sindrome
de Rett clasico y atipico asi como la frecuencia de las mismas. El realizar el analisis del gen
MECP2 permitira identificar el tipo de mutaciones asociadas al SR, asi como su frecuencia

en nuestra poblacion y un mayor entendimiento de la patologia.

OBJETIVOS. Caracterizar las mutaciones en el gen MECP2 en pacientes mexicanas con

diagndstico clinico de SR clasico y atipico y describir el grado de severidad.

MATERIAL Y METODOS. En pacientes con diagnostico de SR clasico y atipico, a partir de
DNA gendmico se caracterizaron por PCR restriccién (RFLP) cuatro mutaciones (p.R168X,
p.R270X, p.R306C y p.T158M) en el gen MECP2. Se correlaciono el tipo de mutacion con el

grado de severidad consignado.



RESULTADOS Y DISCUSION. Se captaron 21 pacientes con SR, todos casos esporadicos,
61.9% tuvieron SR clasico y 38% SR atipico. La tasa de deteccién de mutaciones fue
57.14%; de estos 83.3% tenian diagnostico de SR clasico y 16.6% SR atipico. La mutacion
mas frecuente fue la p.T158M, la cual se encontré en 33.3% de los pacientes, siendo que a
nivel mundial es la tercera en frecuencia. Las mutaciones p.R270X y p.R306C se
encontraron en 25% de los casos respectivamente, mientras que a nivel mundial la mutacion
p.R306C es la cuarta en frecuencia y finalmente la mutacién p.R168X la cual se identificé en
16.6% de las pacientes, es la mutacion mas frecuente a nivel mundial y la menos frecuente
en esta muestra. Las cuatro mutaciones se consideraron severas, sin embargo se encontrd
variabilidad fenotipica lo cual se podria explicar por modificaciones epigenéticas, descritas en
la literatura como la inactivacién del cromosoma X, o bien por la presencia de polimorfismos

en genes blanco.



INTRODUCCION

El sindrome de Rett (SR) es un desorden severo de las Ultimas etapas del neurodesarrollo,
de inicio en la infancia y que afecta de manera casi exclusiva al género femenino.
Representa la causa mas importante de retraso mental y discapacidad en nifias y mujeres a
nivel mundial. El diagndstico es dificil, ya que comparte caracteristicas con enfermedades

psiquiatricas, neurolégicas y degenerativas.

Clinicamente se caracteriza por pérdida progresiva de la capacidad intelectual, de las
habilidades motoras finas y gruesas, de comunicaciéon y una marcada desaceleracién de
crecimiento del perimetro cefélico asi como desarrollo de movimientos estereotipados de las
manos, lo cual ocurre después de un periodo aparentemente normal. Posteriormente pueden
presentar crisis convulsivas, alteracion en el patron de respiracion con hiperventilacion y
periodos de apnea, escoliosis, retraso en el crecimiento y marcha ataxica, lo que conlleva

una gran discapacidad (1).

En la actualidad el diagnostico se establece Unicamente por criterios clinicos, pero las
manifestaciones clinicas muestran una gran variabilidad, con un amplio espectro tanto en
severidad como en evolucién que han conducido a establecer subgrupos de pacientes
definiendo dos formas clinicas, la clasica y las formas atipicas. Dentro de las formas atipicas
se distinguen cinco categorias: forma congénita, epilepsia precoz, conservacién del lenguaje,

regresion tardia y forma frustra (2,3).

El 80 a 85% de los casos de SR clasico y 30 a 50% de los casos atipicos, se deben a una
mutacion en el gen MECP2 localizado en el brazo largo del cromosoma X (Xg28) y se
conoce que el 99% son mutaciones esporadicas. Se han descrito algunos casos de SR
atipico con mutaciones en el gen CDKL5, particularmente en aquellos que tienen un inicio

temprano y cursan con convulsiones (3).

Al parecer, mutaciones en MECP2 generan una desventaja en el crecimiento neuronal y de
fibroblastos que aunado a la inactivacion azarosa del cromosoma X, confieren la variabilidad
fenotipica observada. Originalmente se pensdé que MECP2 era un represor global de la
transcripcion; sin embargo hallazgos recientes sugieren que juega un papel determinante en

la regulacion de la expresion génica neuronal (5).



MARCO TEORICO

El SR fue descrito por primera vez en 1966 por el pediatra austriaco Andreas Rett,
posteriormente en 1983, Hagberg y colaboradores ampliaron la descripciéon del
padecimiento en una publicacién inglesa, en la que describian 35 nifias con fenotipos
similares, el cual consistia en autismo, pérdida del movimiento dirigido de las manos, ataxia
y microcefalia postnatal, momento a partir del cual se reconocié con el nombre de Sindrome
de Rett.

En 1988 se establecieron los primeros criterios diagnosticos, denominados necesarios y de
apoyo basados en las caracteristicas clinicas (1,2). Sin embargo no fue sino hasta 1999, afio
en el que el entendimiento clinico y neurobiol6gico de la enfermedad finalmente permitié una
asociacién entre SR y mutaciones en el gen MECP2. Hasta la fecha se han reconocido mas
de 200 mutaciones y s6lo 15 - 20% de las pacientes parecen no tener mutaciones en este

gen por lo que los criterios diagnésticos, revisados en el afio 2001, siguen siendo clinicos (7).

Epidemiologia

Actualmente el SR es reconocido como una entidad que afecta nifias en todo el mundo. La
prevalencia estimada a nivel mundial es de 1 en 10,000 — 15,000 nifias nacidas vivas
(1,7,8). Sin embargo, en la medida en la que se ha ido conociendo mas el espectro clinico de

esta entidad, la prevalencia parece mucho mayor (1,7).

En México se desconoce la frecuencia, sin embargo en un estudio realizado en el Instituto
Nacional de Pediatria, se identific6 como la principal causa de demencia en un grupo de

pacientes entre 1 mes y 18 afios de edad (9).

Cuadro clinico y criterios diagndsticos

El inicio de las manifestaciones de este padecimiento (nico del neurodesarrollo es
generalmente inespecifico. A pesar de que la hipotonia esta usualmente presente en los
primeros 6 meses de vida, se considera que las niflas con SR cladsico nacen sin
complicaciones. Después de este periodo aparentemente normal, durante los primeros 6 a
18 meses, las distintas caracteristicas clinicas aparecen sucesivamente, con un inicio

inespecifico que se vuelve muy caracteristico con el transcurso de la enfermedad.

En el cuadro 1 se describen las 4 etapas clinicas distintivas de SR. La presentacion es

sucesiva y la transicion de un estadio a otro es paulatina y en ocasiones se traslapa.



Cuadro 1. Etapas o Estadios del Sindrome de Rett

Etapa l. Inicio Temprano

Duracion: semanas a meses.

Aparentemente normal hasta los 6 a 18 meses de vida.

Las caracteristicas de esta etapa son muy inespecificas, existe hipoactividad y disminucién
del interés por el juego y las personas. Comienza el retraso psicomotor, la desaceleracion del
crecimiento y del perimetro cefalico.

Etapa Il. Regresién Rapida del Desarrollo

Duracién: semanas a meses, posiblemente un afio.
Inicia a partir de los 18 a 24 meses de edad.

Regresién rapida de las habilidades adquiridas del desarrollo (demencia), aparicién de
estereotipias manuales y desaceleracion del perimetro cefalico. Alteracion del
comportamiento (conducta autista y psicotica), gritos y llanto inconsolable que alternan con
hiperventilacion. Pérdida del lenguaje y comunicacion acompafado de insomnio. Inician con
crisis epilépticas que pueden ser de dificil control.

Etapa Ill. Pseudoestacionaria.

Duracién: afios.
Inicio apartir de los 4 a 10 afios (después de la etapa Il)

Se detienen tanto la regresion de habilidades como los episodios de irritabilidad, mejora el
suefio y el control de las crisis epilépticas. Si bien no se recuperan las habilidades motoras y
el lenguaje expresivo, las pacientes logran de forma paulatina, mejor interacciéon con el
medio ambiente. Desarrollan una comunicacion a través del contacto visual.

Etapa IV. Deterioro Motor Tardio.

Duracion: décadas.
Inicio 11 a 12 afos.

Se caracteriza por una marcada hipotrofia muscular, tienden a desarrollar contracturas
articulares y escoliosis, que incapacitan la marcha. En esta fase presentan complicaciones
broncopulmonares secundarias al patron restrictivo. Esta etapa se ha subdividido en dos
subgrupos: IV(A) para pacientes que pierden la deambulacién y IV(B) para las que nunca
lograron la marcha.

Hagberg (1993), Witt-Engerstrom (1990).

La primera etapa, denominada inicial o temprana, es una etapa en la que los padres notan
ciertos cambios relativamente repentinos en la interaccion de la paciente con el medio, sin
embargo siguen adquiriendo algunas habilidades aunque con cierto retraso. Las nifias se
muestran irritables y con tendencia al llanto facil. Debido a que son alteraciones tan sutiles y
poco especificas es practicamente imposible establecer el diagnéstico. En este periodo inicia
la desaceleracion del crecimiento cefélico (1,3,5).




La segunda etapa llamada regresion rapida del desarrollo es la mas abrumadora, que lleva a
los familiares a solicitar ayuda médica. Esta etapa con mucha frecuencia se confunde con
autismo. Se caracteriza por una rapida pérdida de habilidades previamente adquiridas e
inicia repentinamente con sintomas pseudotoxicos (fiebre, datos sugestivos de
meningoencefalitits y llanto), sin datos bioquimicos o microbiolégicos que le permitan al
médico una explicaciéon del cuadro clinico observado. Este episodio puede durar dias o
semanas, después las nifilas se recuperan y presentan un cambio importante de
personalidad, ademéas de una pérdida sustancial de las habilidades motoras y de relacién.
Mantienen el contacto visual aunque es evidente el desinterés hacia las personas y el medio.
En este lapso se presenta limitacion progresiva para la manipulacién de objetos hasta la
apraxia, la cual sustituyen por movimientos repetitivos de ambas manos tipicos de este
sindrome. Inician con posturas distonicas y estereotipias manuales que incluyen movimientos
diversos, ejemplos de ello: frotamiento, lavado, aplauso, etc. La deambulacion ocurre en 80%
de las pacientes, con un patrén de ataxia-apraxia. Presentan pies frios con o sin cambios
vasculares, que modifican la coloracion distal. Las crisis convulsivas se presentan en 30 y
hasta 80% de los casos durante esta etapa. El tipo de crisis convulsiva mas comunmente
observadas son parcial compleja y la ténico-clénico generalizada, que en ocasiones puede
ser de dificil control, que hay que diferenciar de paroxismos no epilépticos como: bruxismo,
alteraciones en la respiracion (aereofagia, meteorismo, eructos), hiperventilacién con o sin

intervalos de apnea (1,3,5).

En la tercera etapa que se denomina pseudoestacionaria, periodo en el cual se autolimita la
regresion, las nifias conservan la marcha o incluso empiezan a caminar. Las estereotipias de
manos se hacen muy notorias y se consideran un dato diagnéstico importante. Mejora su
capacidad de memoria e interaccién social. Aunque no logran recuperar el lenguaje
articulado, mejora el contacto social a través de una mirada expresiva, la cual fijan en los
objetos que desean acercar. Este comportamiento visual les permite establecer
comunicacién con su entorno. En esta etapa inicia la hipotrofia de extremidades y la
escoliosis que limita la capacidad de deambulacién en 25% de los casos. Se acenttan las
alteraciones autonémicas que se pueden manifestar como: constipacién severa, disfuncion
orofaringea, anormalidades en la conduccién cardiaca que incluyen intervalos Q-T largos,

taquicardia y bradicardia sinusal (1,3,5).

En la cuarta etapa llamada de deterioro motor tardio, hay pérdida de la deambulacion y las
nifias se vuelven dependientes de la silla de ruedas. Cabe sefialar que 20% de las pacientes
que presentan un cuadro severo nunca aprenden a caminar y pasan de la etapa ll ala IV. Es
una etapa en la que ocurre un franco deterioro neurolégico, atrofia muscular y deformidad de
extremidades. Los movimientos de manos se hacen menos constantes, la falta de movilidad
incluso se manifiesta como cuadriplejia espastica y pueden desarrollar parkinsonismo en

etapas posteriores (1,3,5).



El diagnéstico es clinico, basado en lo criterios internacionales (7), revisados en el 2001

(cuadro 2).

Cuadro 2. Criterios diagndsticos para SR.

Criterios Necesarios

1.

2.

Periodos pre y perinatal aparentemente normal

Desarrollo psicomotor normal en los primeros 6 meses o con retraso desde el
nacimiento

Perimetro cefalico normal al nacimiento
Desaceleracion postnatal del crecimiento cefalico en la mayoria de los casos

Pérdida del movimiento propositivo de las manos entre los 6 meses y 2 afios y medio
de edad, asociado a alteraciones en la comunicacion y relacion social

Movimientos estereotipados de manos como frotamiento, lavado, aplauso, etc.

Pérdida del contacto social, disfuncién en la comunicacion, pérdida de palabras
previamente aprendidas y deterioro cognitivo

Dispraxia o pérdida de la locomocion

Criterios de apoyo

1.

Alteraciones de la ventilacion en vigilia (hiperventilacion, expulsion forzada de aire o
saliva y aerofagia)

Bruxismo

Patron alterado del suefio desde la infancia temprana

Tono muscular anormal asociado a atrofia y distonia sucesiva
Alteraciones vasomotoras periféricas

Escoliosis / Xifosis progresiva durante la infancia

Retraso del crecimiento

Pies frios e hipotréficos; manos pequefias y delgadas

Criterios de exclusion.

1.

2.

Visceromegalia u otros datos de enfermedad de depdsito

Retinopatia, atrofia Gptica o catarata



3. Evidencia de dafio perinatal o postnatal a sistema nervioso central

4. Existencia o identificacion de un desorden metabdlico o de un proceso neuroldgico
progresivo

5. Dafio neurolégico adquirido secundario a trauma o infecciones

Hagberg et al., 2002

Para establecer el diagndstico no se requieren todo los criterios necesarios, con 4 de ellos es

suficiente.

De manera casi simultanea al establecimiento de los primeros criterios clinicos, se publicaron
casos que aun cumpliendo con un gran nimero de ellos, diferian de los casos de SR clasico,
ya sea por la edad de inicio, por los sintomas iniciales o por manifestaciones clinicas mas

atenuadas e incompletas a las que se han denomido SR atipico o variantes (2).

Estas variantes representan alrededor del 10% de todos los casos y hasta el momento se

han establecido 5 fenotipos distintos considerados SR atipico.

1. SR forma frusta: término que se emplea para designar aquellos casos que pasan
desapercibidos durante afos, pero que, durante la pubertad desarrollan el cuadro
clinico completo. Es la variante méas frecuente y las nifias inician la regresiéon entre el
afio y los tres afios de edad de forma poco llamativa, en algunas ocasiones
conservan parcialmente el uso de las manos y pueden no presentar esterotipias
manuales. Muestran una ligera desaceleracion del crecimiento del perimetro cefalico,

situandose esté excepcionalmente por debajo de 2 desviaciones estandar (2,3).

2. SR de inicio precoz con crisis convulsivas: son aquellos casos que se presentan con
espasmos infantiles e hipsarritmias y que mas tarde evolucionan como SR clasico.
La edad media de comienzo de las crisis es de 9.5 meses (rango 1 — 15 meses). Los
tipos de crisis son muy variables, pero se considera que existe un predominio de los

espasmos infantiles y crisis generalizadas (2,3).

3. SR de regresion tardia: son aquellos casos que presentan, durante la infancia,
retraso mental moderado, no especifico, con un coeficiente intelectual entre 40 y 50
puntos. Seguido de la aparicién tardia de los signos y sintomas que caracterizan al
SR, a veces de forma tan lenta, que la regresion parece dudosa. Generalmente el
diagndstico se establece en la segunda década de la vida e incluso pasados los 20

afios (2).



SR de habla conservada: ocurren las cuatro etapas de la evolucion, pero con ligeras
diferencias; estereotipias manuales mas variadas y menos continuas y menor
desaceleracién del perimetro cefdlico. Las nifias recuperan el habla que habian
perdido, primero emitiendo palabras sueltas y posteriormente dicen frases con

ecolalia (2,3).

SR congénito: son niflas que muestran una alteracion en el desarrollo desde el
nacimiento o en los primeros meses de vida, como hipotonia o retraso psicomotor

evidente con instauracion posterior de los criterios diagnésticos de SR (2,3).

Al igual que para el SR clasico, el diagnéstico es clinico basado en criterios clinicos

especificos los cuales se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Criterios clinicos revisados para el diagnéstico de las Variantes del

Sindrome de Rett.

Criterios de inclusién

1.

2.

Reunir al menos 3 a 6 criterios principales

Reunir al menos 5 a 11 criterios de soporte

Seis criterios principales

1.

2.

Ausencia o disminucién de las habilidades manuales

Pérdida o disminucién del lenguaje articulado o balbuceo

Patron mondétono de movimientos hasta esterotipias manuales

Pérdida o disminucién de la comunicacién

Desaceleracion del crecimiento del perimetro cefalico desde el primer afio de vida

Patron de SR: etapa de regresion seguida de un periodo de mejoria en la interaccion
y comunicacion social en contraste con una regresion motora lenta

Once criterios de apoyo

1.

2.

Patron de respiracion irregular
Aerofagia

Bruxismo

Alteracion en las habilidades motoras

Escoliosis / Xifosis



6. Amiotrofia de extremidades inferiores

7. Pies frios y cambios en la coloracion, generalmente con detencién del crecimiento
8. Alteraciones del suefio que incluyen "gritos nocturnos”

9. Moria

10. Respuesta disminuida al dolor

11. Contacto visual intenso

Hagberg, et al., 2002.

Otras variantes posibles.

* SR provisional o potencial. Se trata de nifias entre 1 y 3 afios, con retraso psicomotor
inexplicado y/o pérdida de las habiliades funcionales, particularmente logros

adquiridos.

» Variante casos familiares atipicos. Existen familias con mas de dos miembros con
diagnostico probable de SR que muestran marcadas diferencias en las
manifestaciones clinicas entre ellos; uno puede presentar SR clasico y el otro retraso

mental o patrones conductuales autistas.

e Variante de variabilidad en gemelos monocigotos. En aquellos casos publicados de
gemelos monocigotos, la concordancia fenotipica parece mas la excepcion que la

regla (2).

» Fenotipo en varones. A pesar de que inicialmente se consideraba que el SR afectaba
de manera exclusiva a mujeres, se han descrito varones con SR clasico (10). Ya se
habian identificado mutaciones en MECP2 en varones, diferentes a las que causan
SR, que se asocian a un rango amplio de manifestaciones neurolégicas que abarcan
desde retraso mental hasta encefalopatia severa. Las mutaciones que causan SR
clasico en mujeres sélo se habian descrito en varones con cariotipo normal que
cursaban con encefalopatia neonatal y morian en el primer afio de vida o bien en
varones que si presentaban SR clasico, pero con cariotipo 47,XXY 0 con mosaico
somatico (3); sin embargo, recientemente se han descrito mutaciones presentes en
mujeres con SR clésico en varones con cariotipo normal lo que sugiere la existencia
de genes modificadores que permiten la sobrevivencia de estos pacientes
(11,12,13,14).



Patogenia
Cambios neuropatolégicos

A pesar del profundo dafio neurolégico el mayor cambio histopatoldgico detectado a nivel de
sistema nervioso central es la disminucién del tamafio cerebral y neuronal. Estudios
anatomopatolégicos muestran una reduccion de 12-34% del peso y volumen cerebral de
pacientes con SR, que compromete de forma predominante las regiones prefrontal, frontal
posterior y temporal anterior (15). No hay evidencia de degeneracion, atrofia, inflamacion,
gliosis o de defectos en la migracion neuronal (16,17). Estas evidencias demostraron que SR
es un desorden del neurodesarrollo postnatal mas que un proceso degenerativo, es decir,
involucra etapas correspondientes a la organizacion y sinapsis cerebral (18,19). Se observa
un patrén dendritico Unico a diferencia de otros desordenes que cursan con retraso mental
(20). Otros territorios que presentan cambios son el tadlamo, ndcleos basales, amigdala e
hipocampo en los que se han encontrado neuronas disminuidas de tamafio, aunque no

atroficas (21).

Modelos murinos demuestran alteraciones en el nimero de sinapsis glutaminérgicas mas
que alteraciones pre o postsinapticas (22), ademas de cambios en acetilcolina, dopamina,
serotonina y sustancia P; sin embargo, ain se desconoce el papel que muchas de estas

sustancias tienen en la fisiopatologia del SR.

Cambios Neurofisiolégicos

Estudios neurofisiolégicos aportan datos de disfuncién tanto del sistema nervioso central
como del sistema nervioso autonomo, los cuales contribuyen a la fisiopatologia de la
enfermedad. No existe involucro visual ni auditivo demostrado mediante potenciales
evocados. Los potenciales somatosensoriales 'y los  patrones  alterados
electroencefalogréaficos sugieren un estado de excitabiliadad cortical anémalo, sin embargo
los trazos electroencefalogréaficos no son diagnésticos y pueden variar entre pacientes asi
como en las diferentes etapas de la enfermedad. El electrocardiograma muestra intervalos

Q-T largos resultado de la disfuncién autbnoma (23).

Herencia

El SR es una enfermedad con herencia ligada al X. Debido a que el 99% de los casos son
esporadicos, se considera que el riesgo de recurrencia es de 0.1% (1). La mayoria de las
mutaciones son de origen germinal paterno (24,25). A consecuencia de la inactivacion al

azar del cromosoma X y dependiendo del porcentaje de cromosomas X mutados que se



encuentren activos o inactivos, puede existir gran variabilidad en la expresion, desde
fenotipos severos, moderados o incluso mujeres asintomaticas las cuales se identifican al
tener una hija afectada (1,3). Por lo que, en caso de identificar la mutacion en una paciente,
siempre es recomendable hacer la busqueda de ésta en la madre. Por otro lado, el
diagnéstico prenatal se puede ofrecer a padres con antecedente de una hija con SR, cuya
mutacion haya sido caracterizada, por la probabilidad de mosaico gonadal, aunque esta

posibilidad es en realidad baja (1).

Aspectos moleculares del Sindrome de Rett: gen MECP2

Debido a que la mayoria de los casos son esporadicos, fue dificil identificar el locus mediante
analisis de ligamiento; sin embargo, mediante el empleo de informacion de los pocos casos
familiares que existen, se identific6 una regidn candidata en Xg28 y en 1999 se logré
determinar que el SR era el resultado de mutaciones en el gen MECP2 en la mayoria de los

casos (26).

MECP2 es uno de lo genes localizados en el cromosoma X que sufre inactivacion (27), es un
gen altamente conservado ya que se han encontrado ortdlogos de éste en rata, ratones,
monos, Xenopus y pez cebra. Su transcrito mas grande consta de 10.1 kb, aunque las
regiones codificantes solo representan 1500 pb, las cuales estan distribuidas en 4 regiones
exonicas de tamafio heterogéneo. Codifica para dos isoformas, originadas por splicing
alternativo, que varian Unicamente en su extremo N-terminal, una de 498 aminoacidos
(MeCp_el, codificado por MECP2a o B, que incluye al exédn 1 pero no al 2) y otra de 486
aminoacidos (MeCP_e2, codificado por MECP28 o A, que incluye parte del exén 2, pero no
al 1) (8, 28,29,30). Tiene una region 3" no traducible grande altamente conservada, region
que contiene mdltiples sitios de poliadenilacion, que pueden generar de manera alterna

cuatro isoformas (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del gen MECP2.
Splicing alternativo de MECP2: Isoforma MeCP_el excluye el exdn 2,
mientras que la isoforma MeCP_e2 excluye el exdn 1. Weaving, et al., 2007.



Estudios de expresién en ratones han mostrado que el transcrito el es el mas abundante en
cerebro, con su méxima expresion en el desarrollo embrionario, seguido de un descenso
postnatal e incremento posterior en la vida adulta. Estos transcritos pudieran ser tejido

especifico y tener una regulacidon dependiente del estadio del desarrollo (3).

La proteina MeCP2 es un miembro de la familia de proteinas de unién a DNA (incluidas las
proteinas MBD). Tiene dos sefiales de localizaciéon nuclear y tres dominios funcionales: 1) el
dominio de unién a Metil CpG (MBD) que abarca de la posiciéon 78 a la 174, la cual se une de
forma selectiva a residuos de 5-metilcitosina en dinucledtidos CpG simétricamente
posicionados. Recientemente se ha demostrado que secuencias ricas en Adenina y Timina
adyacentes a dinucledtidos metil-CpG son esenciales para la alta afinidad entre MeCP2 y
sus sitios blanco (31). 2) Una region de represion transcripcional (TRD) codificada desde la
posicién 219 a la 310, la cual es capaz de reclutar complejos co-represores (Sin3A) y
desacetilasas de histonas, los cuales median la represion transcripcional mediante la
compactacion de DNA y 3) un dominio WW del residuo 337 al C-terminal el cual es capaz de
unirse a la proteina de union a RNA YB1 (Y box-binding protein 1) para la regulacion de
splicing de otros genes (32) (Figura 2). A pesar de no estar bien caracterizado el extremo C-
terminal es clara su importancia funcional ya que muchas mutaciones responsables de SR
involucran esta region y algunos modelos murinos se producen eliminando la region C-

terminal lo que genera distintos fenotipos que simulan SR (33).
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Figura 2. Isoformas de MeCP2. So6lo varian es su extremo N-terminal, ambas
cuentan con tres dominios funcionales idénticos: 1) Dominio de unién a DNA (MBD);
2) Dominio de represion de la trascripcion (TRD); 3) Dominio WW (WW), y dos
sefiales de localizacion nuclear (NLS).

MeCp2 interactda con un gran numero de proteinas, entre las que se encuentran ademas de
las previamente mencionadas, DNA-metiltransferasas (DMT1), metiltransferasas de histonas
(Suv39HL1), factores de transcripcién (TFIID), correpresores (c-Ski y N-CoR) y helicasas, lo
que hace evidente la gran cantidad de funciones que desempefia en la remodelacién de la

cromatina, en la regulacioén transcripcional y en el procesamiento de RNA (3).



A pesar de que la proteina MeCP2 se expresa en todo el organismo, es mas abundante en
cerebro, primordialmente en neuronas maduras postmigratorias (34). Los niveles de la
proteina son bajos durante la embriogénesis e incrementan progresivamente durante el
periodo postnatal de maduracién neuronal (35,36,37,38,39). Reportes recientes sugieren que
MeCP2 es translocada al nucleo independientemente de la diferenciacion neuronal (40). Por
lo que se infiere que MeCP2 dado que se expresa en neuronas maduras e incrementa su
expresién en el periodo postnatal, puede desempefiar un papel en la modulacién de la
actividad y plasticidad neuronal y no parece intervenir en la proliferacion o diferenciacion de

los precursores neuronales.

Se ha descubierto que la actividad neuronal induce la fosforilacion de MeCP2 permitiendo su
separacién de las regiones promotoras y la disociacion de los complejos correpresores asi

como la hiperacetilacion de histonas que permiten el acceso a la maquinaria de transcripcion

A).

Genes blanco de MECP2

Originalmente se pens6 que MECP2 era un represor global de la transcripcion. Sin embargo,
perfiles transcripcionales en modelos de ratones nulos para MECP2 no mostraron mayores
cambios en el patron transcripcional, por lo que se considera que no es un represor global.
Se piensa que la pérdida de MECP2 debe implicar Gnicamente cambios sutiles en la
expresién de genes blanco especificos (41). Por otro lado, si MECP2 regula la expresion sélo
de un cierto nimero de genes en una poblacién neuronal especifica, los patrones de

expresiéon dependeran de la regién cerebral analizada, lo que dificulta el estudio de este gen.

Se han propuesto varios genes blanco de MECP2, tanto en humanos como en ratones, de
los cuales algunos se han confirmado y otros siguen bajo investigacion. En la tabla 1 se

muestran algunos de ellos.



Tabla 1. Genes Blanco de MECP2

BDNF Desarrollo y sobrevivencia neuronal Chen et al., Martinowich et al.
xHairy2a Represor neuronal Stacheva et al.
DLX5/DIx5 Factor de transcripcidon neuronal Horike et al.
Sgkl Sefializacién hormonal Nuber et al.
Fkbp5 Sefializacién hormonal Nuber et al.
Uqgcrcl Cadena respiratoria mitocondrial Kriaucionis et al.
ID1-3/1d1-3 Factor de transcripcidon neuonal Peddada et al.
FXYD1/Fxydl Regulador de canal idnico Deng et al.
IGFBP3/igfbp3 Sefializacién hormonal Itoh et al.

Crh Neuropeptido McGill et al
UBE3A Ligasa de Ubiquitina Samaco et al.
GABRB3 Receptor Gaba-adrenérgico Samaco et al.

Zoghbi et al. 2007. (DLX5 y UBE3A no se han podido reproducir en estudios independientes: Hogart et
al., 2007; Jordan y Francke, 2006; Makedonski et al., 2005; Samaco et al., 2005; Schule et al., 2007).

Uno de los genes regulados por MECP2 es el Factor Neurotrofico Derivado de Cerebro
(BDNF) (42,43). El control es dependiente de la actividad neuronal. Al despolarizarse la
membrana se genera un flujo intracelular de calcio, que induce la desfosforilacion de MECP2
liberando al promotor y la disociacidon de los correpresores, permitiendo asi que se lleve a
cabo la transcripcion. Existen estudios contradictorios, ya que en ratones nulos, no se
observa un incremento en la expresion de BDNF como era de esperarse y la explicacion de
este evento es que al ser una regulacion mediada por actividad neuronal, las neuronas
carentes de la funcion de MECP2 pueden tener una actividad disminuida e indirectamente
generar una disminucion en los niveles de BDNF. Por otro lado los ratones nulos, en los que
se reestablece la actividad de BDNF, logran cierta mejoria del fenotipo (42). A pesar de estos
hallazgos, se requieren mas estudios que permitan establecer la funcién que desempefia

BDNF en las diferentes etapas clinicas y en la patogénesis del SR.

MECP2 también se encuentra involucrado en la regulacién de genes implicados en la
respuesta al estrés. El estrés es claramente un estado fisiol6gico alterado que produce un
cambio en la expresion de varios genes que controlan el eje Hipotalamo-hipdfisis-adrenal, asi
como los genes efectores necesarios para la actividad esteroidea y sus receptores. Estudios

de expresién en ratones nulos han mostrado una sobreexpresion de genes reguladores de



glucocorticoides. Por otro lado los modelos murinos Mecp2*®®Y

, portadores de una proteina
trunca, que genera alelos hipomorfos que mantienen los 3 dominios funcionales de la
proteina MeCP2 y sélo se elimina el extremo C-terminal, presentan niveles elevados de
corticoesterona, una respuesta alterada al estrés y datos de ansiedad e hiperexitabilidad que
pudiera corresponder a los episodios de ansiedad observados en la nifias con SR (44,45).
Por lo anterior, se comenzé a estudiar el gen Crh, el cual codifica para la Hormona
Liberadora de Corticotropina (CRH), encargada de modular el comportamiento y la respuesta
al estrés (46, 47). Mediante estudios de expresidon con RT-PCR de hipotalamo y de amigdala
central, regiones criticas para la respuesta al estrés, mostraron un incremento en la

expresion de Crh en ratones Mecp2**®"

. Se ha descubierto que MECP2 se une al promotor
de Crh, el cual es rico en regiones CpG metiladas y que al alterar la funcién de MECP2
ocurre una sobreexpresion del gen blanco (44). Crh resulta uno de los genes candidatos a
estudiar mas atractivos, ya que podria ser un blanco terapéutico mediante el empleo de

antagonistas del receptor Crh 1 (46).

Estos dltimos datos permiten inferir que MECP2 no es un silenciador de genes, si no que es

un modulador de la expresién génica en estados fisioldgicos especificos del organismo.

A pesar de todos estos avances, hasta el momento no se conoce una causa de la detencion
del desarrollo cerebral y como es que los genes blanco de MECP2 pueden alterar la

neurofisiologia normal y condicionar el cuadro clinico de SR.

Espectro mutacional de MECP2.

Mutaciones en los exones 2 al 4 de MECP2, condicionan 80 a 85% de los casos de SR
clasico y 30-50% de los casos atipicos, principalmente en aquellas con preservacién del
lenguaje (25,48,49).

La mayoria de las mutaciones son transiciones de citocina por timina en dinucleé6tidos CpG
(4,24,25). El espectro de mutaciones incluye: sentido erréneo, sin sentido, aquellas que
producen corrimiento del marco de lectura (50) y deleciones que abarcan todos los exones
(51,52).

Las mutaciones de sentido erréneo se localizan de manera mas frecuente en el dominio

MBD y las mutaciones sin sentido en el dominio TRD (53).

Se han reportado més de 200 diferentes mutaciones, ocho mutaciones son las mas
comunes, con una frecuencia mayor a 3% del total de los casos reportados y sumadas
representan aproximadamente 70% de todas las mutaciones descritas (Tabla 2) (48). La
mayoria de éstas mutaciones son de sentido err6neo o sin sentido, mientras que las
deleciones del extremo C-terminal representan sélo el 10% y los rearreglos complejos

constiuyen el 6% (3).



Tabla 2. Mutaciones mas comunes del gen MECP2 presentes en pacientes con

sindrome de Rett clasico o atipico a nivel mundial.

Frecuencia Ubicacion Cambio de nuclétido
p.R168X 11.5% Exo6n 4 502C>T
p.R270X 9.0% Exo6n 4 808C>T
p.R255X 8.7% Exo6n 4 763C>T
p.T158M 8.3% Exo6n 4 473C>T
p.R306C 6.8% Exo6n 4 916C>T
p.R294X 5.9% Exo6n 4 880C>T
p.R133C 4.2% Exo6n 4 397C>T
p.R106W 4.2% Exo6n 3 316C>T

Bienvenu, et al., 2000; Cheadle, et al., 2000; Huppke, et al., 2000.

Sin embargo estas mutaciones tienen una distribucion variable entre poblaciones que oscila
desde 44% en poblacién coreana (54) hasta 72% en poblacion alemana (56), 69% en Reino
Unido (55) y 59% en poblacién francesa la cual es la cohorte més grande hasta ahora
reportada. En este estudio se analizaron 424 pacientes, de las cuales 324 tuvieron
mutaciones previamente descritas y se reportaron 121 mutaciones nuevas (48). A pesar de
que en la mayoria de los reportes la mutacién mas comun es p.R168X (24,26,30,55,56,57);
en poblacién alemana (58) la mas comun es p.R294X y en Estados Unidos (59), Inglaterra,

Italia (60) y China (61) la mutacién predominante es p.T158M.

Se considera que el SR tiene una penetrancia de 100%, sin embargo la variabilidad en la
expresién es amplia y existen varios reportes en donde la misma mutacion presenta un
fenotipo variable, que incluso condiciona diferencias fenotipicas que se manifiestan como SR

clasico o atipico (58,62,66).

Al no existir reportes sobre mutaciones en MECP2 en poblaciones hispanas,
latinoamericanas o mexicanas se desconoce la frecuencia de estas mutaciones en estos
grupos, aunque es de esperarse que estas ocho mutaciones presenten una frecuencia

similar a lo reportado a nivel mundial.




Correlacion fenotipo-genotipo

Se han realizado diferentes estudios de correlacion fenotipo-genotipo los cuales permiten
establecer ciertas conclusiones. En general, las mutaciones que generan una proteina trunca
tardia tienen una presentacion menos tipica que aquellas mutaciones de sentido erréneo o
que generan una proteina trunca temprana, que presumiblemente reflejan la funcion residual
de la proteina. De igual forma pacientes con mutaciones truncas prematuras tienen un
fenotipo mas severo que aquellas con mutaciones de sentido erréneo o mutaciones truncas
tardias (3,63).

La severidad se ha establecido de acuerdo a escalas, que incluyen parametros clinicos
como: perimetro cefélico, pérdida de las habilidades manuales, movimientos manuales
estereotipados, lenguaje, deambulacién, retraso mental, epilepsia y escoliosis, sin embargo
estas escalas no son universales y se han modificado de acuerdo a los diferentes autores
(49,55,56,63,64,65). En 2001 se establecieron las guias para reportar datos clinicos en los
casos de pacientes con SR, que permiten estandarizar el grado de severidad. En este
sistema, se consignan 20 aspectos, tales como, crecimiento, patron de respiracion, epilepsia,
suefio, estado de animo, deformidades y habilidades motoras gruesas y cognitivas a las
cuales se les asigna un valor en una escala de 0 a 2. El puntaje maximo es 40, un puntaje
por arriba de 30 es muy severo, entre 25 y 30 severo, entre 10 y 25 moderado (53, 64) (ver

anexo 1).

Las razones por la cuales se modifica o se emplean otras escalas de severidad, son en
primer lugar por que las manifestaciones consideradas en esta escala no son predominantes
en los casos moderados y en segundo lugar por que muchas caracteristicas son
dependientes del tiempo en el que se evalla a las pacientes. Sin embargo es la Gnica escala
que se ha realizado mediante un consenso y es una herramienta practica para la evaluacion
de la severidad en pacientes con SR, ya que facilita la comparacién entre estudios, a pesar

de que puede estar sujeto a interpretaciones subjetivas (53).

Se ha logrado estabecer una correlacion del genotipo con el grado de severidad, en algunas
mutaciones, como es el caso para las mutaciones p.R255X y p.R270X, localizadas entre el
dominio de represion transcripcional y las regiones de sefializacién nuclear (TRD-NLS), se
asocian a fenotipos severos y en las que generalmente, el diagndstico se sospecha antes de
los 2 afios y se confirma rapidamente. Estas pacientes presentan muchas de las
caracteristicas de SR, pero pueden no presentarlas todas. La sobrevida por arriba de los 30
afios es rara, por lo que se considera que tiene una mortalidad incrementada. Ambas

mutaciones presentan el puntaje mas alto de severidad (32,53,63).

De igual forma, las pacientes con la mutacién p.T158M localizada en el dominio MBD, se
caracterizan por ser hiperactivas, tener cambios bruscos en el estado de 4nimo, conservan

relativamente la marcha y desarrollan escoliosis lentamente. Todas tienen de manera



predominante epilepsia en algin momento de la vida. El patron en la infancia es
relativamente atipico, principalmente en lo referente al comportamiento, pero se establece un
patrén clasico en la adolescencia. Muchos casos se han diagnosticado en la infancia como

una variante frustra.

En el caso de la mutacién p.R133C, se ha asociado a un fenotipo moderado, generalmente
considerada en la infancia como una variante frusta o bien se ha reportado asociada a la
variante con presevacion del lenguaje y movimientos propositivos de las manos
(63,64,67,68). Sin embargo, presentan escoliosis grave la cual no es posible tratar mediante
métodos quirdrgicos. Esté grupo de pacientes ha obtenido el puntaje mas bajo de severidad
entre aquellas pacientes en las que el patron de SR es reconocible (53).

A pesar de todos estos avances, existen inconsistencias entre los distintos estudios, por
ejemplo, la mutacion p.R306C se ha asociado a fenotipos moderados en algunos estudios,
pero no en otros, reportando puntajes altos y bajos de severidad en este grupo de pacientes
(55,56,63). De tal manera que se reportan pacientes con la misma mutacién y fenotipo
diferente, por lo que se ha sugerido que el contexto genético y/o la inactivacién especifica del
cromosoma X en el cerebro influencia las consecuencias bioldgicas de las mutaciones en
MECP2. Incluso, como ya se menciond, se considera que la extrema inactivacion especifica
del X portador del alelo mutado, puede explicar la existencia de casos poco frecuentes de
portadoras con manifestaciones muy leves o incluso asintomaticas (62,69), por lo que la

correlacién fenotipo-genotipo ha sido dificil de establecer.

Diagndéstico molecular de Sindrome de Rett

La deteccion de mutaciones se ha basado en la amplificacion de las regiones exonicas del
gen por PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) y posteriormente su deteccidn por
técnicas de tamizaje como DGGE, dHPLC, SSCP y secuenciacion de los fragmentos que
mostraron patrones alterados (5,48,70) en algunos reportes simplemente realizan
secuenciacion directa de todas las regiones exonicas (26,55) o bien por PCR en tiempo real
la cual dectecta rearreglos grandes del gen MECP2 (71). Estos métodos son muy confiables,

sin embargo son costosos, tardados y algunos son técnicamente dificiles.

Con menor frecuencia se ha utilizado la técnica de RFLP (Restriction fragment lenght
polymorphisms o fragmentos largos de restriccién polimérfica) para detectar alguna de las
mutaciones ya descritas. Esta técnica tiene la ventaja de ser relativamente barata, rapida y
sencilla. La técnica de RFLP fue empleada para confirmar mutaciones en MECP2 detectadas
previamente por secuenciacion directa por un grupo coreano; sin embargo, las mutaciones
analizadas por estd metodologia, la p.G161E y la p.T311M, no se encuentran dentro de las 8
méas comunes (54), a pesar de que cuatro de ellas pueden ser analizadas por esta

metodologia, ya que su presencia crea o elimina sitios de restriccion especificos.






PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles son los tipos de mutaciones y su frecuencia en el gen MECP2 en pacientes con
diagnéstico clinico de Sindrome de Rett clasico y atipico?

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome de Rett se considera la principal causa de discapacidad en nifias y mujeres a
nivel mundial, se sabe que 80 a 85% de los casos de SR clasico y 30 a 50% de las variantes
atipicas son debidos a mutaciones en el gen MECP2. Hasta el momento se han reportado
mas de 200 mutaciones, sin embargo 8 de ellas representan aproximadamente el 70% de las
mutaciones reportadas a nivel mundial. La frecuencia y distribucién de estas mutaciones
varian de acuerdo a la poblacién de estudio. A pesar del avance en el abordaje molecular del
SR, el diagndstico sigue siendo esencialmente clinico, sin embargo el conocimiento de las

bases moleculares, permitird un mejor entendimiento de la enfermedad.

JUSTIFICACION

En México se desconoce tanto el tipo de mutaciones en pacientes con sindrome de Rett
clasico y atipico asi como la frecuencia de las mismas. El realizar el analisis del gen MECP2
permitird identificar el tipo de mutaciones asociadas al SR clasico y atipico, asi como su
frecuencia en nuestra poblacién ya que al ser un grupo tan heterogéneo es posible que
ademas de encontrar las mutaciones reportadas a nivel mundial, la frecuencia de estas

pueda ser distinta e incluso identificar nuevos cambios.

Por otro lado el SR atipico implica un reto diagnéstico para el clinico, por lo que
consideramos que el estudio molecular puede ser una herramienta de apoyo muy importante
en la corroboracion diagnéstica, lo cual nos ayudara a brindar un diagnéstico y

asesoramiento certero.

A pesar de que el 99% de las mutaciones son esporadicas hay autores que sugieren
estudiar a las madres aln cuando clinicamente no tienen manifestaciones, con el fin de
descartar que sean portadoras, lo cual permite ofrecer un pronéstico reproductivo mas
certero. El estudio incluso, permite la posibilidad de ofrecer el diagndstico prenatal en futuros
embarazos a parejas con hijas afectadas, el cual también se sugiere, por la posible

existencia de un mosaico gonadal.

Actualmente se sabe que el espectro clinico de mutaciones en el gen MECP2 es muy amplio
y no sélo corresponde a pacientes con un cuadro de SR clasico o atipico. Se han descrito
pacientes femeninas con solo retraso mental e incluso con un fenotipo que semeja sindrome

de Angelman, asi como varones con retraso mental, esquizofrenia, epilepsia, autismo,



encefalopatia neonatal e incluso varones con el espectro clinico de SR, antes considerado
exclusivo de pacientes femeninas. De tal manera que hoy en dia se considera un gen
importante a estudiar en caso de pacientes con retraso mental de etiologia no determinada,
lo cual implica que el analisis de MECP2 no sélo tiene un impacto en pacientes con SR, ya
que en un futuro este estudio podra hacerse extensivo a otro tipo de pacientes y asi

contribuir con el abordaje de pacientes con retraso mental y otras entidades.

OBJETIVOS
I. Objetivo General

1. Caracterizar las mutaciones en el gen MECP2 en pacientes con diagnéstico clinico de SR
clasico y atipico.

Il. Objetivos Especificos

1.- Identificar tipo de mutaciones y frecuencia en el gen MECP2 en pacientes con diagnéstico

de SR clasico de acuerdo a los criterios clinicos internacionales revisados en 2002.

2.-Identificar tipo de mutaciones y frecuencia en el gen MECP2 en pacientes con diagnéstico

de SR atipico de acuerdo a los criterios clinicos internacionales revisados en 2002.

3.-Definir si existe diferencia en el tipo de mutacion y frecuencia en el gen MECP2 entre el

grupo de pacientes con diagnéstico de SR clasico y atipico.

4.- Describir en las pacientes el grado de severidad, de acuerdo a la escala de severidad de
las guias de 2001.



DISENO DEL ESTUDIO.

Es un estudio observacional, descriptivo, transversal, prospectivo.

MATERIAL Y METODOS.

Poblacién objetivo:

Pacientes de nacionalidad mexicana con diagnéstico clinico de SR clasico o atipico,
de acuerdo a los criterios diagnosticos del consenso de 2002.

Poblacion elegible:

Casos con diagnéstico clinico de SR clasico o atipico, establecido por Neurdlogo
Pediatra, que cuenten con expediente en el Instituto Nacional de Pediatria. El
diagnéstico serd establecido de acuerdo con los criterios internacionales para el

diagnéstico de SR revisados en 2002, referidos en el marco tedérico (cuadro 2y 3).

Criterios de inclusién

a) Pacientes con diagnéstico clinico de SR clasico y atipico.
b) Cualquier edad.

c) Firma de carta de consentimiento informado por padres o tutores.

Criterios de exclusion

a) Pacientes transfundidos en un periodo menor a tres meses (se excluiran de manera

temporal).

Tamafio de Muestra

Dada la frecuencia de la entidad, el tamafio de la muestra fue a conveniencia, en nuestro

Instituto, el servicio de Neurologia tiene un registro de casos en el que se refieren 16

pacientes con diagnéstico de SR clasico y 21 como SR atipico.



Descripcion general del estudio

Las pacientes se captaron a través de la consulta del servicio de Neurologia y del

Departamento de Genética del Instituto Nacional de Pediatria, en quienes de acuerdo con los

criterios internacionales de 2002 se establecid el diagnéstico de SR clasico y atipico.

Se realiz6 una historia clinica genética y arbol genealégico por los coautores genetistas

clinicos del Departamento de Genética Humana del Instituto Nacional de Pediatria. En cada

caso se asentaron los datos clinicos para la escala de severidad asi como el diagnéstico

establecido de SR clasico o atipico en la Hoja de Captacion de Datos (ver anexo 3).

Previa firma de carta de consentimiento informado por alguno de los progenitores (ver anexo

2), se obtuvo de cada paciente una muestra de sangre periférica (3ml) para obtener de DNA

gendmico.

a)

b)

Creacion del banco de DNA:

Para el estudio molecular del gen MECP2 se obtuvo el DNA gendmico mediante la
técnica de precipitacién salina con el kit Puregene™ (Gentra Systems, Minneapolis,
MN, USA) a partir de leucocitos de sangre periférica con EDTA como anticoagulante
(3-5 mL) del caso indice. EI DNA gendmico obtenido se cuantificé y se valord su
pureza e integridad mediante espectrofotometria y electroforesis en gel de agarosa.
Las muestras de DNA se conservaron a 4° C. hasta su analisis.

Como estrategia inicial del protocolo, se realiz6 la busqueda de las mutaciones
p.R168X, p.R270X, p.R306C y p.T158M en el gen MECP2:

Las 4 mutaciones se identificaron mediante amplificacién por PCR de 3 regiones del
exén 4, ya que las mutaciones p.T158M y p.R168X se encuentran en la misma
region, se empleo el mismo amplicon para su andlisis. Posteriormente se sometieron

a restricciéon con endonucleasas especificas para cada mutacion

Los oligonucléotidos de cada secuencia, asi como el tamafio del producto

amplificado se enlistan en la tabla 3.



Tabla 3.

Alelo Primer F. Primer R. Tamafio del producto

R168X 5TTTGTCAGAGCG 5'CTTCCCAGGACTT 380 pb

TTGTCACC 3’ TTCTCCA 3’
T158M

R270X 5’AACCACCTAAGA 5'CTGCACAGATCG 380 pb
AGCCCAAA T GATAGAAGAC 3

R306C 5'GGCAGGAAGCG 5TGAGTGGTGGTG 366 pb
AAAAGCTGAG 3’ ATGGTGGTGG 3’

La amplificacién por PCR se realizé mediante condiciones estandar de concentracion de

reactivos, utilizando Tag polimerasa Gold ™ Applied Biosystems.

Las condiciones que se emplearon para la amplificacion en el termociclador constaron de 35

ciclos bajo las siguientes condiciones (Tabla 4).

Tabla 4.
| e e |
p.R168X, p. T158M y 95° C — 7 minutos

p.R270X
95° C — 45 segundos
58° C — 40 segundos
72° C — 45 segundos
72° C - 10minutos
4°C-w

p.R306C 95° C — 7 minutos

95° C — 45 segundos
65° C — 40 segundos
72° C — 45 segundos
72° C — 10 minutos

4° C-w




Posteriormente se sometid a los amplificados resultantes a restriccion con 5U de su

respectiva endonucleasa a 37°C por 48 horas.

Las enzimas de restriccion y los productos esperados se muestran a continuacion en la tabla
5.

Tabla 5.

Nlalll 380 pb 199 pb
181 pb
Exon 4 R168X Hphl 351pb 227pb
21pb 124 pb
8pb 21 pb
8 pb
Exon 4 R270X NlalVv 91 pb 177 pb
86 pb 80 pb
80 pb 74 pb
74 pb 49 pb
49 pb
Exon 4 R306C Hhal 164 pb 308 pb
144 pb 47 pb
47 pb 11 pb
11 pb

El proyecto de Tesis se concluyé hasta esta parte del protocolo; sin embargo, el trabajo de

investigacién continda con las siguientes etapas.
c¢) Caracterizacion de mutaciones diversas en el gen MECP2.

Las pacientes que resulten negativas para las 4 mutaciones previamente descritas, seran
sometidas al estudio de tamizaje de otras mutaciones mediante analisis conformacional de
cadena sencilla o SSCP. Para ello se amplificaran mediante PCR los 4 exones del gen

MECP?2, con los oligonucléotidos especificos para cada exon.



Debido a los tamafios del exdn 3 y 4 estos se dividiran en 2 y 5 regiones respectivamente.

Los oligonucléotidos y las secuencias resultantes se enlistan en la tabla 6.

Tabla 6.

F: 5-GGGTGCAATGAAACGCTTA-3
Promotor y exén 1 250 pb
R:5-TTTACCACAGCCCTCTCTCC-3’

F: 5-GTTATGTCTTTAGTCTTTGG-3’
Exo6n 2 364 bp
R:5-TGTGTTTATCTTCAAAATGT-3

F:5- CCTGCCTCTGCTCACTTGTT-3
Exo6n 3.1 339 bp
R:5-GGGGTCATCATACATGGGTC -3’

F: 5- AGCCCGTGCAGCCATCAGCC-3
Exo6n 3.2 349bp
R:5-GTTCCCCCCGACCCCACCCT -3

F: 5-TTTGTCAGAGCGTTGTCACC -3’
Exo6n 4.1 380bp
R:5- CTTCCCAGGACTTTTCTCCA-3'

F: 5-AACCACCTAAGAAGCCCAAA-3

Exo6n 4.2 380bp

R:5’-CTGCACAGATCGGATAGAAGAC-
3’

F: 5- GGCAGGAAGCGAAAAGCTGAG-
3

Exo6n 4.3 366bp
R:5-TGAGTGGTGGTGATGGTGGTGG
-3’

F: 5- TGGTGAAGCCCCTGCTGGT-3'
Ex6n 4.4 414bp
R:5-CTCCCTCCCCTCGGTGTTTG -3’

F: 5- GGAGAAGATGCCCAGAGGAG-3
Ex6n 4.5 411bp
R:5- CGGTAAGAAAAACATCCCCAA-3’

Los amplicones resultantes de la PCR, previa mezcla con acarreador desnaturalizante con
urea y tratamiento con choque térmico, se someteran a analisis electroforético en camara
vertical tipo secuenciacion en geles de MDE de 0.4mm/32cm. El corrimiento electroforético
sera a 6-8W por 18-24 horas a temperatura ambiente. Los productos con corrimiento
anomalo, seran sometidos a secuenciacion automatica fluorescente para determinar el tipo

de cambio (mutacién o polimorfismo) y con ello identificar mutaciones previamente



reportadas o mutaciones propias de la poblacién mexicana adn no reportadas. Aquellos
cambios de sentido erréneo o presentes en sitios de splicing, no descritos previamente en la
literatura se analizaran in silico para predecir si tienen o no un efecto patogénico con el
programa PMUT (72). Para confirmar que se traten de un polimorfismo o mutacion se
analizardn de manera dirigida en 100 individuos sanos. Se considerara un polimorfismo

cuando la variante este presente en por lo menos el 1% de la poblacién sana.

Variables del estudio

Se analizaron las siguientes variables:

Sexo Cualitativa, categérica nominal dicotémica
Edad Cuantitativa numérica discreta.
Perimetro cefalico Circunferencia de la cabeza, pasando una cinta métrica

flexible por la glabela, eurion, opistocraneo, eurién y glabela.

Cualitativa, numérica discreta.

Sindrome de Rett Cualitativa catego6rica, nominal, dicotdmica. Diagnéstico
establecido de acuerdo al consenso de 2002: 1) SR clasico
2) SR atipico

Mutacion Cualitativa , categ6rica, nominal. 1) p.T158M, 2) p.R168X, 3)
p.R270X, 4) p.R360C

Las manifestaciones clinicas en los sistemas enunciados a continuacién se analizaron como

variables cualitativas, categéricas nominal dicotémicas 1) si = presente, 0) no = ausente:

Desarrollo psicomotor normal: adquisicion de habilidades motoras y neuroldgicas que

aparecen de manera sucesiva de acuerdo a la edad cronolégica dada.

Retraso mental: transtorno caracterizado por una funcién intelectual general inferior a la

media, con alteracion en la capacidad de aprendizaje y adaptacién social. (73).

Movimientos estereotipados de manos: movimientos de oscilacién ritmica, caracterizados por

actos repetitivos de manos como frotamiento, lavado, aplausos (74).

Pérdida del contacto social: pérdida de la capacidad para interactuar con el medio y las

personas que rodean al individuo.

Comunicacién disfuncional: comunicacién resultante de percepciones inexactas, alteracion
de los filtros internos (interpretaciones personales de la informacién) y aislamiento social
(73).



Afasia o disfasia: pérdida de la comprension o produccién del lenguaje hablado o escrito, o
ambos (74).

Deterioro cognitivo: relativo al proceso que empeora y afecta el proceso mental de

comprension, juicio, memorizacion y razonamiento (73).

Dispraxia: incapacidad de cumplir de manera automatica con ciertos movimientos habituales,

adaptados a un fin determinado (75).

Alteraciones de la ventilacién en vigilia: pérdida del patron respiratorio normal, dentro de los
gue se consideran dos tipos, el toracoabdominal y el costal superior con la consecuente

aparicion de hiperventilacién, expulsion forzada de aire o saliva y aerofagia (76).
Bruxismo: Rechinar los dientes de manera inconsciente, durante el suefio o vigilia (73).

Patron alterado del suefio: alteracion en la interrupcion fisioldgica de la vigilia, en la que
ocurre una atenuacién y suspension de las funciones nerviosas, tiempo durante el cual
desaparece la motilidad voluntaria y se sustituye por una motilidad automatica. Predominio
de las manifestaciones neurovegetativas y depresioén de la actividad cortical y medular. Se
considera que existen tres principales alteraciones del suefio, hipersomnia, insomnio y

parasomnias (alteraciones de la conducta durante el suefio) (75).

Hipersomnia: es un trastorno intrinseco del suefio. Cursa con somnolencia excesiva;
episodios prolongados de suefio nocturno y episodios de suefio diurno que se producen cada
dia durante al menos 1 mes con deterioro funcional significativo, en ausencia de insomnio y

gue no sea producto del efecto del uso de sustancias o farmacos.

Insomnio: es la dificultad para conciliar el suefio o permanecer dormido, o una alteracion en
el patron del suefio que, al despertarse, lleva a la percepcién de que el suefio ha sido

insuficiente.

Parasomnia: es un trastorno de la conducta durante el suefio asociado con episodios breves
o parciales de despertar, sin que se produzca una interrupcion importante del suefio ni una
alteracién del nivel de vigilia diurno. El sintoma de presentacion suele estar relacionado con
la conducta en si misma. Algunas de las alteraciones que se incluyen son, jactatio capitis
nocturna (habito de golpearse la cabeza durante el suefio), el hdbito de hablar durante el

suefio, las pesadillas y los calambres nocturnos de las piernas.

Tono muscular: estado de tensién del misculo en reposo, el cual es un fenémeno reflejo que
se manifiesta como una resistencia pasiva al movimiento cuando el control voluntario esta

ausente. Contraccion muscular sostenida de manera involuntaria.

Atrofia muscular: disminucion del volimen y del numero de fibras contractiles de uno o varios

musculos (75).



Distonia: perturbaciones del tono muscular en que alternan la hipotonia y la hipertonia.

Depende de lesiones del sistema extrapiramidal (75).

Alteraciones vasomotoras periféricas: alteracion en el control autonémico de
vasoconstriccién y vasodilatacion en extremidades caracterizado por cambios en la

coloraciéon y temperatura de las mismas.
Escoliosis: incurvacion lateral de la columna (76).

Epilepsia: grupo de procesos neurolégicos caracterizados por episodios recurrentes de
convulsiones, trastornos sensoriales, conducta anémala, pérdida de la conciencia o todo ello.
Caracteristica comun a todas las epilepsias es la existencia de descargas eléctricas
incontroladas de las células nerviosas de la corteza cerebral las cuales se evidencian

mediante el electroencefalograma (73).

Cifosis: transtorno de la columna vertebral caracterizado por el aumento en la convexidad de

la curvatura de la columna dorsal, vista lateralmente (73).

Retraso del crecimiento: ausencia de desarrollo fisico normal como consecuencia de factores

genéticos, nutritivos, patolégicos o psicosociales (73).

Visceromegalia: aumento de tamafio de los 6érganos que se encuentran en al abdomen tales

como higado y bazo.

Retinopatia: enfermedad ocular no inflamatoria provocada por alteracion en los vasos

sanguineos retinianos (73).

Atrofia Optica: degeneracion del nervio O6ptico. Desgaste de la papila dptica como

consecuencia de la degeneracion de las fibras del nervio 6ptico y de la cintilla 6ptica (73).

Catarata: opacidad del cristalino, debido a una alteracion en su microarquitectura. Trastorno
del cristalino caracterizado por la pérdida de transparencia. Se observa una opacidad gris

blanquecina en el cristalino por detras de la pupila (73).

Aerofagia: deglucién de aire, generalmente seguida de la necesidad de eructar, molestias
géstricas y meteorismo (73).

Moria: risa inmotivada (75).

Respuesta disminuida al dolor: disminucién de la respuesta al estimulo de los nocioceptores
gue se manifiesta como disminucion en la sensacion espacial, desagradable, molesta e

inquietante (75).



Consideraciones éticas

Se solicit6 el consentimiento informado de los padres de las pacientes con el diagndstico de
SR (ver anexo 2). Debido a la patologia a estudiar no fue posible contar con carta de
asentimiento independientemente de la edad de las pacientes. En los casos en que se
identifigue una mutacion, se solicitard carta de consentimiento informado en la madre
biologica para determinar en ella si es portadora o no de la mutacién, de acuerdo a ello
brindarle asesoramiento genético con relacién a pronéstico reproductivo asi como posibilidad

de realizarse diagndstico prenatal en futuros embarazos.

La informacion personal, de identidad y del genotipo se manejaran en forma estrictamente
confidencial, siguiendo las normas establecidas por la Declaracion de Helsinki, La ley
General de Salud y las Buenas practicas Clinicas y de Armonizacién y del ELSI (del inglés ”

Ethical, Legal and Social Issues”).

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando la base de datos generadas a partir de las hojas
de captacion de datos por medio de estadistica descriptiva. Los resultados se presentan por

promedio y la frecuencia de las mutaciones se reportan en porcentaje.



RESULTADOS

Se captaron un total de 21 pacientes con diagnéstico de SR establecido por el Servicio de
Neurologia del Instituto Nacional de Pediatria. Todos los casos fueron esporadicos, sin
embargo en 3 de ellos (pacientes 2, 3 y 14), se encontr6 que las madres tuvieron historia de
abortos, en el caso 2 ademas tiene dos hijos varones sanos, en el caso 3 sélo un aborto
previo y con relacién a la paciente 14, se refiere que la madre tiene una hija y un hijo previos

sanos (figura 3).

Figura 3. 3a arbol genealégico de la paciente 2. 3b arbol genealdgico de la paciente 3. 3c arbol
genealdgico de la paciente 14.

El rango de edad de las pacientes al momento de la captacion de datos fue de 3 a 20 afios
con una media de 11.1 afios de edad. De las 21 pacientes, 13 tenian diagnostico de SR
clasico (61.9%) y 8 SR atipico (38%), estableciendo que el diagnéstico de SR clasico fue

mas frecuente.

De las 8 pacientes clasificadas como SR atipico, en 2 de los casos se especificé el tipo de
variante que presentaban; una paciente con forma frustra y otra con presentacion de inicio

precoz con crisis convulsivas (gréfica 1).

Grafica 1. Total de pacientes con SR Atipico.



De acuerdo con la escala de severidad 11 (52.3%) pacientes fueron clasificadas con una

severidad moderada, 9 severos (42.8%) y 1 muy severo (4.76%) ( ver anexo 4).

De los 13 casos de SR clasico 4 ( 30.7%) fueron casos moderados, 8 severos (61.5%) y sélo
1 muy severo (7.6%). Mientras que de los 8 casos con SR atipico, 7 (87.5%) fueron casos
moderados, dentro de los cuales uno se encuentra clasificado como forma frusta; sélo 1 caso
atipico (12.5%) se clasific6 como severo el cual correspondié al caso de inicio precoz con
crisis convulsivas y no se tuvo ningln caso con SR atipico clasificado como muy severo
(Tabla 7).

Tabla 7. Niamero de pacientes con SR clasico y atipico con escala de severidad.

1 12 Clasico 24 Moderada
2 13 Atipico 21 Moderada
3 15 Clasico 28 Severa
4 9 Atipico forma frustra 14 Moderada
5 20 Clasico 25 Severa
6 12 Clasico 29 Severa
7 13 Clasico 28 Severa
8 8 Clasico 20 Moderada
° Clasico 25 Severa
10 15 Clasico 32 Muy severo
1 1 Clasico 28 Severa
12 8 Atipico 15 Moderada
13 14 Atipico 12 Moderada
14 14 Clasico 27 Severa
15 i Atipico con crisis convulsivas 26 Severa
16 10 Atipico 23 Moderada
1 19 Cléasico 30 Severa
18 Clasico 14 Moderada
19 i Clasico 22 Moderada
20 13 Atipico 23 Moderada
21 8 Atipico 18 Moderada




Se identificé una de las 4 mutaciones en 12 de las 21 (57.14%) pacientes. De las cuales 10
(83.3%) tenian diagndstico SR clasico y 2 (16.6%) SR atipico. En 9 (42.85%) de los casos la

mutacion no se identific6 por medio de la técnica molecular de PCR y restriccion (Tabla 8).

Tabla 8. Mutaciones caracterizadas en pacientes con SR clasico y atipico.

1 12 Clasico Moderada p.R270X
2 13 Atipico Moderada p.R306C
3 15 Clasico Severa p.T158M
4 9 Atipico forma frustra Moderada Sin mutacién caracterizada
5 20 Clasico Severa Sin mutacion caracterizada
6 12 Clasico Severa p.R168X
7 13 Clasico Severa p.R270X
8 8 Clasico Moderada p.T158M
9 9 Clasico Muy severa Sin mutacién caracterizada
10 15 Clasico Muy severa p.T158M
11 11 Clasico Severa p.R270X
12 8 Atipico Moderada Sin mutacién caracterizada
13 14 Atipico Moderada Sin mutacién caracterizada
14 14 Clasico Severa p.R360C
15 7 Atipico con crisis convulsivas Severa p.T158M
16 10 Atipico Moderada Sin mutacién caracterizada
17 19 Clasico Severa p.R168X
18 9 Clasico Moderada Sin mutacion caracterizada
19 7 Clasico Moderada p.R306C
20 13 Atipico Moderada Sin mutacién caracterizada
21 3 Atipico Moderada Sin mutacién caracterizada




La mutacién mas frecuente fue p.T158M, la cual se identificé en 4 de las 12 pacientes, lo
cual representa el 33.3% del total de las mutaciones caracterizadas, seguida en orden de
frecuencia por p.R270X y p.R306C, las cuales se identificaron en 3 de los casos
respectivamente, que corresponde al 25% para cada mutacién y finalmente la mutacién

p.R168X se identificé en 2 casos, que representa el 16.6% (grafica 2).

Gréafica 2. Total de mutaciones caracterizadas.

De las 4 pacientes en las que se identifico la mutacién p.T158M, 3 tenian diagndstico de SR
clasico, uno fue un caso moderado, otro severo y otro muy severo y finalmente el Gltimo, fue
una paciente con diagnostico de SR atipico variante de inicio precoz con crisis convulsivas

(Imagenl).

Imagen 1a.



Imagen 1b.

Imagen la. Esquema del producto de amplificacion del exén 4 sin restriccion y los patrones de
restriccion para el alelo normal y el alelo mutado. Imagen 1b. Gel de agarosa al 3%, con amplificacion
del ex6n 4 para la identificacion de la mutacién p.T158M, con un producto de PCR de 380 pb. Se
muestran los productos de restriccion con la enzima Nlalll. La mutacién crea un sitio de restriccién lo
que genera dos productos; uno de 199 pb y otro de 181 pb (carriles 4,9,10 y 15) en los cuales se
observan las bandas correspondientes a 380 pb del alelo normal y la de 199 y 181 pb correspondiente
al alelo mutado, las cuales parecen una sola banda gruesa. En los alelos sin mutacion el producto
amplificado es de 380 pb (carriles 1,2,3,5,6,7,8,11,12,13,14,16,17 y 18). MP: marcador de peso

molecular.

En la tabla 9 se enlistan las caracteristicas encontradas en las cuatro pacientes.

Tabla 9. Caracteristicas clinicas de las pacientes con la mutacién p.T158M.

Paciente no. 3

Paciente no. 8

Paciente no. 10

Paciente no. 15

Diagndstico SR clasico SR clasico SR clasico SR atipico (crisis
convulsivas)
Severidad Severa Moderada Muy severa Severa
Edad 15 afios 8 afios 15 afios 7 afios
Perimetro cefélico Normal con Normal con Normal con Normal con
al nacimiento desaceleracion desaceleracion desaceleracion desaceleracion
posterior posterior posterior posterior
Desarrollo Subéptimo Normal Subéptimo Subéptimo
psicomotor
temprano

Perimetro cefélico
actual

Debajo de pc 3

Debajo de pc 3

Debajo de pc 3

Debajo de pc 3

Tono muscular

Alteracion severa

Alteracion severa

Alteracion severa

Alteracion severa

Escoliosis Severa Sin desviacion Moderada Moderada
Contracturas Severas Ninguna Severas Moderadas
Marcha Sin marcha Anormal Sin marcha Sin marcha




Movimientos Moderados Dominantes Dominantes Dominantes
estereotipados de
manos
Movimientos Ninguno Normales Ninguno Ninguno
voluntarios de
manos
Alteracion en la Severa Ninguna Severa Ninguna
deglucién
Discapacidad Profunda Profunda Profunda Profunda
intelectual
Lenguaje Repentino sin Repetitivo Repentino sin Repentino sin
significado significado significado
Epilepsia En control No controlada No controlada En control
Alteracién en el No No Severa No
patrén de
respiracion
Circulacién Pies frios, con No No No
periférica cambios atroficos
Alteracién en el Severa Severa Agitacion Severa
estado de &nimo
Desordenes del No No Severos Severos

suefo

En 3 de las afectadas se identificé la mutacién p.R270X, todas clasificadas como SR clasico;

2 con severidad moderada y 1 severa (Imagen 2).

Imagen 2a.




Imagen 2b.

Imagen 2a. Esquema del producto de PCR del ex6n 4 sin restriccién y con restriccion para la mutacion
p.R270X, ejemplificando el alelo normal y el alelo mutado. Imagen 2b. Gel de agarosa al 3 %, en el que
se evidencian los productos de PCR del exon 4 para la cual se obtiene una banda de 380 pb. La
restriccion con la enzima NlalV genera un producto de restriccion para el alelo mutado de 177, 80 ,74 y
49 pb, en el gel sélo se aprecian las bandas correspondientes a los pesos 177, 80, 74 pb, ya que el
tamafo del fragmento de 49 pb, es muy pequefio, no es posible apreciarlo en un gel de este tipo
(carriles 1,2 y 3). Para lo alelos normales se generan productos de 91, 86, 80, 74 y 49 pb, dado que la
diferencia en tamafio entre los fragmento de 91, 86 y 80 es poca no se logran apreciar como bandas
separadas y el producto de 49 pb es muy pequefio para identificarlo con la resolucion de este gel (carril
4). En el dltimo carril (carril 5), se encuentra la banda correspondiente al producto de PCR sin
restriccion de 380 pb. En los cuatro primeros carriles se observa al final una banda que corresponde a
dimeros de primers. MP: Marcador de peso molecular.

A continuacion de consignan las caracteristicas de las pacientes en la tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas clinicas de las pacientes con la mutacién p.R270X.

Paciente no. 1

Paciente no. 7

Paciente no. 11

Diagnéstico SR clasico SR clasco SR clasico
Severidad Moderada Severa Severa
Edad 12 afios 13 afios 11 afos
Perimetro cefalico Normal con desaceleracion Normal con Normal con desaceleracion

al nacimiento posterior desaceleracion posterior posterior
Desarrollo Normal Suboptimo Suboptimo
psicomotor
temprano

Perimetro cefalico
actual

Entre pc 3-10

Debajo de pc 3

Debajo de pc 3

Tono muscular

Alteracion severa

Alteracion severa

Alteracion severa

Escoliosis

Moderada

Moderada

Moderada

Contracturas

Ninguna

Moderadas

Severas




Marcha Anormal Anormal Anormal
Movimientos Moderados Dominantes Dominantes
estereotipados de
manos
Movimientos Ninguno Ninguno Ninguno
voluntarios de
manos
Alteracion en la Ninguna Leve Leve
deglucién
Discapacidad Profunda Profunda Profunda
intelectual
Lenguaje Repentino con algunas Repentino sin significado Repentino sin significado
palabras comprensibles
Epilepsia No controlada No controlada No controlada
Alteracion en el Moderada Moderada Moderada
patrén de
respiracion
Circulacion Pies frios, con cambios Pies frios, con cambios de Pies frios, con cambios
periférica atroficos coloracién no atroficos atroficos
Alteracion en el Severa Severa Severa
estado de &nimo
Desordenes del Severos No Presente, pero no severos

suefo

Para la mutacién p.R306C, de los 3 casos, dos eran SR clasico; uno de ellos era severo y

otro moderado y la tercer paciente con SR atipico, sin variante definida con severidad

moderada (Imagen 3).
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Imagen 3a. Esquema del producto de PCR del exdn 4 sin restriccidn y con restriccion para la mutacion
p.R306C, ejemplificando el alelo normal y el alelo mutado. Imagen 3b. Gel de agarosa al 3 %, en el
gue se evidencian los productos de PCR y restriccion con la enzima Hhal. Se genera un producto de
restriccion para el alelo mutado de 308, 47 y 11 pb, en una paciente con mutaciéon en estado
heterocigoto se observan 4 bandas correspondientes a un fragmento de 308 pb del alelo mutado y las
bandas de 164 y 144pb que corresponden al alelo normal y una banda de 47 pb de ambos alelos (carril
2). Mientras que para los casos en los que no se observd la mutacién, se obtuvo un producto de 164,
144, 47 y 11pb en los que se aprecian los fragmentos de 164,144 y 47 y no se observa el de 11 pb de
bases por lo pequefio del tamafio (carriles 1,3,4 y 5). MP: marcador de peso molecular.

En la tabla 11, se enlistan las caracteristicas de las pacientes con ésta mutacion.

Tabla 11. Caracteristicas clinicas de las pacientes con la mutacidon p.R306C.

Paciente no. 2

Paciente no. 14

Paciente no. 19

Diagnéstico SR atipico SR clasco SR clasico
Severidad Moderada Severa Severa
Edad 13 afios 14 afios 7 afios
Perimetro cefélico Normal con desaceleracion Normal con Normal con desaceleracion
al nacimiento posterior desaceleracion posterior posterior
Desarrollo Subéptimo Subéptimo Subéptimo
psicomotor
temprano

Perimetro cefalico
actual

Debajo de pc 3

Entre pc 3-10

Debajo de pc 3

Tono muscular

Alteracion severa

Alteracion severa

Alteracion severa




Escoliosis Moderada Moderada Moderada
Contracturas Moderadas Severas Ninguna
Marcha Anormal Anormal Anormal
Movimientos Moderados Dominantes Dominantes
estereotipados de
manos
Movimientos Ninguno Intermitentes Ninguno
voluntarios de
manos
Alteracion en la Ninguna Ninguna Ninguna
deglucién
Discapacidad Moderada Profunda Profunda
intelectual
Lenguaje Repentino sin significado Repentino sin significado Repentino con algunas
palabras comprensibles
Epilepsia En control No controlada En control
Alteracion en el No, ritmo normal Severa Moderada
patrén de
respiracion
Circulacién Pies frios, con cambios Pies frios, con cambios de Pies frios, con cambios de
periférica atroficos coloracién no atroficos coloracion no atréficos
Alteracion en el Severa No Agitacion
estado de &nimo
Desordenes del Patron normal Severo Patr6n normal

suefo

Por dltimo la mutacion p.R168X presente en 2 de los casos los cuales tenian diagndstico de

SR clasico severo (Imagen 4).

Imagen 4a.




Imagen 4b.

Imagen 4a. Esquema del producto de PCR del exdn 4 sin restriccidn y con restriccion para la mutacion
p.R168X, ejemplificando el alelo normal y el alelo mutado. Imagen 4b. Gel de agarosa al 3 %, en el que
se muestran los productos de PCR y restriccion con la enzima Hphl. Se genera un producto de
restriccion para el alelo mutado de 227,124, 21 y 8 pb, en donde se aprecia la banda de 351 pb del
alelo normal y las bandas de 227 y 124 pb correspondientes al alelo mutado, las bandas de 21y 8 pb
son muy pequefias para apreciarlas en este tipo de gel (carril 7). Mientras que para el alelo normal se
obtiene un producto de 351, 21y 8 pb (carriles 1,2,3,4,5,6,8 y 9), en los cuales sélo se aprecia la banda
de 351 pb, mientras que los productos de 21 y 8 pb no se ven por el tamafio pequefio. MP: marcador
de peso molecular.

Las caracteristicas de las pacientes con esta mutacion se describen a continuacién en la
tabla 12.

Tabla 12. Caracteisticas clinicas de las pacientes con la mutaciéon p.R168X.

Paciente no. 6 Paciente no. 17
Diagndstico SR clasico SR clasco
Severidad Severa Severa
Edad 12 afios 19 afios
Perimetro cefélico Normal con desaceleracion posterior Normal con desaceleracion posterior
al nacimiento
Desarrollo Suboptimo Suboptimo
psicomotor
temprano
Perimetro cefélico Debajo de pc 3 Por debajo de pc 3

actual




Tono muscular Alteracion severa Alteracion severa

Escoliosis Moderada Severa
Contracturas Severas Moderadas
Marcha Marcha anormal Sin marcha
Movimientos Moderados Dominantes
estereotipados de
manos
Movimientos Ninguno Reducidos
voluntarios de
manos
Alteracion en la Leve Severa
deglucién
Discapacidad Profunda Profunda
intelectual
Lenguaje Repentino sin significado Repentino sin significado
Epilepsia En control No controlada
Alteracion en el Moderada Ritmo normal
patrén de
respiracion
Circulacion Pies frios, con cambios atréficos Pies frios, con cambios de coloracion no atréficos
periférica
Alteracion en el Severa Agitacion

estado de animo

Desordenes del Patrén normal Presente pero no severo
suefio

DISCUSION

De acuerdo con los resultado encontrados y en congruencia con lo previamente reportado,
todos los casos fueron esporadicos ya que en la historia clinica de las pacientes no hay
datos que apoyen casos familiares. Las madres que tuvieron historia de un aborto, no
cuentan con informacion suficiente que sustente la etiologia de la pérdida gestacional y
debido a que las causas son heterogéneas, no es posible establecer, si mutaciones en
MECP?2 fueron causales de éstas pérdidas; sin embargo, en un futuro se tiene contemplado
estudiar a las mamas de las pacientes con mutacion caracterizada para corroborar que son
casos esporadicos o descartar la posibilidad de mosaico en alguna de las madres, ya que de

identificarse esto Ultimo, podria explicar la causa de las pérdidas gestacionales.

Las edades de las pacientes, reflejan la variabilidad del inicio y establecimiento del
diagnéstico, sin embargo la edad consignada es a la cual se captaron los datos, lo que
impide establecer una conclusidn acerca de la instauracién de los sintomas y correlacionarlo
con la severidad y el tipo de mutacion. El diagnéstico clinico certero, generalmente se

establece, en promedio a los 12 afios de edad, lo que se refleja en la muestra, en donde el




promedio de edad fue de 11.1 afios. En el caso de la paciente mas joven (3 afios) no se
logré identificar la mutacién y se encuentra clasificada como SR atipico, aldn sin una variante
definida y la paciente de mayor edad fue un caso con SR clasico de 20 afios de edad, en
quien se identificé la mutacién p.R168X y de acuerdo con la escala de severidad se clasificé
como severa. En ningln caso se documento alguna defuncidon ya que soélo incluimos

pacientes con expediente activo en el Instituto, por lo que no podemos hablar de sobrevida.

El 61.9% de las pacientes tuvieron diagnéstico de SR clasico y 38% SR atipico y de estas
Ultimas sélo en dos se especificaba el tipo de variante y so6lo en dos se caracterizé la
mutacion responsable. El porcentaje de paciente con SR atipico es mayor en nuestra
casuistica a lo reportado, ya que se refiere en la literatura que representan sélo el 10% de los
casos, sin embargo, como se menciono previamente, seis casos aun no han sido clasificados
y segun otras publicaciones, algunas pacientes son reclasificadas como SR clasico al paso
del tiempo, haciendo dificil el diagnéstico de SR atipico y al ser el presente un estudio

transversal, en este momento no se puede conocer el curso posterior del padecimiento.

De acuerdo con la escala de severidad el 61% de los casos con SR clasico tiene una
presentacion severa mientras que el 87% de las pacientes con SR atipico tienen un fenotipo
moderado, sin embargo se ha visto que la severidad incrementa con la edad en ambos casos
(88). Esto puede afectar el grado de severidad atribuida a cada paciente y ser un factor de

confusion en la correlacion fenotipo-genotipo.

De las 21 pacientes captadas en 12 (57%) se identificé una de las cuatro mutaciones. Estas
mutaciones son cuatro de las ocho mutaciones mas frecuentes a nivel mundial, que
representan el 70% de los casos, lo cual varia de acuerdo con el pais teniendo un rango de
entre 44 y 72%. Consideramos que la tasa de deteccion esté relacionada en primer lugar al
porcentaje de pacientes con SR atipico que se incluyeron, ya que en otros trabajos donde se
reporta una tasa mas alta de deteccién sélo se incluyen pacientes con SR clasico (54) y en
segundo lugar porque hasta el momento sé6lo se han analizado cuatro mutaciones con una
sola técnica molecular, por lo que se espera que el analisis por secuenciacion eleve nuestro

indice de deteccién de mutaciones.

De las 12 pacientes en las que se caracterizé la mutacion, el 83.3% tenia diagndstico de SR
clasico y 16.6% atipico, dato que corresponde a lo previamente publicado, pues se ha
encontrado que 80% de las pacientes con SR clasico tiene una mutacion en MECP2 y sélo
de 30 a 50% de aquellas con variantes atipicas, lo cual se explica porque en estas Ultimas
también se han reportado otros genes responsables del cuadro clinico como CDLK5 y
recientemente FOXG1 y Netrin G1 (84,85).

La mutacion mas frecuente fue p.T158M (33.3%), al igual que ocurre en paises como ltalia,
Estados Unidos, Gran Bretafia y China, sin embargo a nivel mundial ocupa el tercer lugar en

frecuencia. En segundo lugar se encuentran las mutaciones p.R270X y p.R306C (25%



respectivamente), que ocupan el segundo y cuarto lugar en frecuencia y la mutacion menos
frecuente fue p.R168X (16.6%), que es la mutacibn méas frecuente a nivel mundial. Adn
cuando la muestra es pequefia comparada con otras publicaciones y no es posible
establecer frecuencias exactas, si se evidencia que existe variabilidad entre poblaciones y es
importante conocer el comportamiento de la nuestra para establecer una buUsqueda
diagnéstica efectiva en nuestro pais, de acuerdo con las mutaciones mas frecuentes en la

poblacién mexicana.

La mutacion p.T158M, es un cambio de sentido erroneo en el dominio MBD, y es
considerada una mutacién moderada en algunos trabajos y severa en otros (86). En estudios
de correlacién genotipo-fenotipo, se describen pacientes con un patrén atipico en la infancia
que se vuelve clasico en la adolescencia, por lo que muchas pacientes son diagnosticadas
como formas frustas y reclasificadas como SR clasico mas tarde. Clinicamente se
mencionan que conservan la deambulacion relativamente a pesar de la hipotonia y tienen un
lento desarrollo de la escoliosis, ademas son hiperactivas y con alteracion del estado de
animo. Todas tiene epilepsia en algun momento de la vida o irregularidades en el patrén de
respiracion. La escala de severidad aumenta con la edad, ya que pierden la marcha en la
adultez (5,53,54).

De las cuatro pacientes en la que se encontré la mutacién p.T158M en este trabajo (tabla 9),
tres tenian diagnostico de SR clasico (una con severidad moderada, otra severa, una muy
severa) y la cuarta SR atipico, variante de crisis convulsivas. En los casos severos y en el
caso muy severo el desarrollo psicomotor fue sub6ptimo desde el nacimiento. Todas las
pacientes tuvieron una alteracion severa en el tono muscular, lo cual se ha reportado en la
literatura para esta mutacion. La escoliosis se consigné en las pacientes con SR clasico
severo y muy severo al igual que en la paciente con SR atipico, sin embargo no se observo
en la paciente con SR clasico moderado (paciente 8), que cabe mencionar tiene menor edad
que las otras dos pacientes con SR clasico, por lo que pudiera ser que la escoliosis sea una
manifestacién dependiente de la edad en pacientes con esta mutacion. Tres de las pacientes
no tenian marcha (casos 3, 10 y 15) y esto llama la atencidn ya que se refiere que la marcha
se pierde hasta la edad adulta. Todas las pacientes cursan con epilepsia y s6lo en dos se
considera que estan controladas (pacientes 3 y 15), lo cual es consistente con descripciones
previas que correlacionana fenotipo-genotipo. Sé6lo la paciente nimero 10, la cual tiene el
fenotipo mas severo, tiene alteraciones en el patrén de respiracion y finalmente como dato
importante, debido a lo constante del sintoma, es que las cuatro pacientes presentaron

alteraciones graves en el estado de animo, lo cual también ha sido descrito.

En la literatura, p.T158M se reporta como una mutacion severa pero hay publicaciones que
la consideran moderada e incluso asociado a una forma frustra. De acuerdo con nuestros
datos, se podria considerar una mutacion severa, ya que el Gnico caso clasificado como muy
severo se encuentra en este grupo de pacientes y la paciente con el fenotipo moderado tiene

menor edad (tabla 9). En el caso de la paciente nimero 15 con SR atipico la variante es



precoz con crisis convulsivas y en la literatura son pocas las pacientes con ésta variante las

gue se relacionan con mutaciones en MECP2.

La mutacién p.R270X, es un cambio sin sentido localizado en TRD y NLS y se ha asociado
con el diagnéstico de Rett clasico con fenotipo muy severo. En estas pacientes generalmente
se establece o se sospecha el diagndstico después de los dos afios de edad, siendo
confirmado a medida que avanza la edad. Son pacientes que pueden no presentar todas las
caracteristicas descritas para SR y la sobrevida después de los 30 afios es rara (53,54).
También se describe esta mutaciébn en pacientes con SR atipico con preservacién del
lenguaje (89). En este estudio, las tres pacientes con esta mutacidn tuvieron SR clésico: dos
con fenotipos severos y una moderado (tabla 10). En todas las pacientes se consigno,
escoliosis moderada, marcha anormal, ninguna mantenia movimientos voluntarios de manos,
todas tenian epilepsia sin control, un patrén de respiracion alterado, alteracion de la
circulacion periferica y cambios severos del estado de &nimo. Sin embargo, sélo las dos
pacientes con fenotipo severo (casos 7 y 11) tuvieron alteracién en la deglucién la cual era
leve y el grado de contracturas fue variable. La paciente de presentacion moderada (caso
namero 1), es la Unica en la que se refiere lenguaje repentino con algunas palabras

comprensibles.

De acuerdo con los datos obtenidos en nuestras tres pacientes (tabla 10), se podria
considerar a p.R270X una mutacion severa, a diferencia de las descripciones encontradas en
las que se reporta como muy severa, aunque el nUmero de pacientes en este estudio con la
mutacion p.R270X es muy bajo, ninguna de las tres fue clasificada como muy severa, sin
embargo las edades de las pacientes son muy parecidas (11 a 13 afios) y como hemos
mencionado la severidad puede aumentarse con la edad. En la literatura, se consignan tanto
pacientes con SR clasico y SR atipico con preservacién del lenguaje y se piensa que esta
diferencia esta dada por los patrones de inactivacién del cromosoma X, por lo que se
considera en realidad parte del mismo espectro por lo que no es de extrafiar que nuestras
tres pacientes tengan el diagnoéstico de SR clasico y que la clasificada con severidad
moderada, sea la que preserva parcialmente el lenguaje (paciente nimero 1) (89). De las
manifestaciones clinicas a vigilar, de acuerdo a lo previamente descrito, en las pacientes con
esta mutacion son la epilespia que es de dificil control, el patrén de respiracion, los cambios

vasculares periféricos asi como los cambios en el estado de animo.

La mutacién p.R306C, también considerada una de las mutaciones mas comunes en SR,
esta localizada en el dominio TRD. El fenotipo de las pacientes se ha asociado a la variante
forma frustra en la infancia y SR clasico en el adulto joven. Sin embargo no hay concordancia
entre los diferentes reportes ya que en algunos se considera una mutacién moderada y en
otros severa, por lo que ha sido dificil establecer una correlacién fenotipica. Las
caracteristicas descritas, son la progresion moderada de los sintomas neurolégicos,
espasticidad de miembros pélvicos (desarrollo de pie equinovaro), por lo que pierden la

marcha y si presentan epilepsia ésta es de facil control. La escoliosis es leve y rara vez



requiere correccion quirdrgica ademas se menciona que tienen un temperamento tranquilo.
Se ha reportado un caso severo por las alteraciones en el patron de respiracion y
alteraciones autondmicas importantes (53). En otro estudio se menciona que las pacientes
con esta mutacién tienen menor probabilidad de caminar solas, preservar el lenguaje y de

tener un uso propositivo de manos (86).

En este trabajo, en tres pacientes se encontré la mutacion p.R306C, dos clasificadas como
SR clasico severo y una SR atipico sin variante definida con severidad moderada (tabla 11).
Todas las pacientes presentaron alteraciéon importante del tono muscular, lo que concuerda
con los sintomas neurolégicos reportados, sin embargo no esta definido si efectivamente
tuvieron una progresion lenta, ya que incluso la paciente nimero 19 que es la mas joven (7
afios) la presenta. La escoliosis moderada se encontr6 en todas y la frecuencia de las
contracturas fue variable. En todos lo casos se reporta marcha anormal a pesar de que dos
tienen contracturas (casos 2 y 14), distinto a lo que se describe en la literatura en la que se
refiere pérdida de la marcha, sin embargo, esto puede depender del tiempo de evolucién. La
epilepsia en dos de las tres pacientes esta controlada (casos 2 y 19), lo que parece
concuerda con descripciones previas. El temperamento no fue un dato constante que nos
permita establecer una conclusién. Otra caracteristica constante y previamente descrita, es
gue ninguna paciente tenia movimientos propositivos de manos. Por Ultimo, en la paciente
namero 14, la de mayor edad en este grupo (14 afios), se identificaron alteraciones severas
del patrén respiratorio, circulacién periférica y del patrén del suefio, caracteristicas que
pudieran formar parte de la evolucién en pacientes con esta mutacion lo que nos obligaria a

vigilarlas estrechamente e implementar de manera oportuna medidas terapéuticas.

Por ultimo la mutacion p.R168X, también se localiza en el dominio MBD y se considera una
mutacion severa, que se ha asociado a la variante de preservacion del lenguaje aunque se
describen pacientes en las que la caracteristica principal es la pérdida del habla y de la
marcha (54, 86, 89). En este trabajo, fue la mutacién menos frecuente, los dos casos en los
que se encontré son SR clasico severo (tabla 12). Ambas a pesar de la diferencia de edad
(12 y 19 afios), presentaban alteracién importante del tono muscular, en la paciente de
mayor edad, se consigno que tenia escoliosis severa, sin embargo las contracturas eran de
mayor severidad en la paciente de 12 afios con la marcha anormal, ambas tenian alteracién
en la deglucién que iba de leve a severa lo cual esta acorde con la edad, en ningun caso el
lenguaje es comprensible, la epilepsia fue de dificil control sélo en la paciente nimero 17.
Ambas tienen cambios atréficos en pies. La paciente nimero 17 tenia alteracién del estado
de animo y del patron de suefio pero no de manera importante. De acuerdo con lo observado
en el presente trabajo y lo publicado previamente, podemos considerar a la mutacion
p.R168X como severa, la cual se incrementa con la edad, como se observé en la paciente
namero 17, que es la de mayor edad quien ya no conserva la marcha o el lenguaje, la
epilepsia es de dificil control y la escoliosis es mas grave.



En la mayoria de los casos existe una gran variabilidad fenotipica y no es posible una
correlaciéon fenotipo-genotipo exacta. Una de las explicaciones son las modificaciones
epigenéticas como la inactivacion del X, ya que se ha visto, que el alelo normal esta
preferencialmente inactivado en los casos severos a diferencia de los casos moderados, sin
embargo los estudios de inactivacion se llevan en linfocitos y los patrones podrian ser
distintos a nivel neuronal (87). Otro factor actualmente en estudio son polimorfismos en
genes blanco como BDNF (especificamente el polimorfismo p.V66M), que se considera
actia como modificador de la enfermedad y se ha correlacionado con el grado de severidad.
Esto se estudié en 125 pacientes captadas a través de la base de datos Australiana (The
Australian Rett Syndrome Database) y de una cohorte Israeli con mutaciones en MECP2
confirmadas, en la que se hizo una correlacion de la severidad y el polimorfismo,
encontrando que las pacientes heterocigotas (Val/Met) tenian un fenotipo mas severo
(incremento de 2.1 puntos en la escala de severidad de Percy, p= 0.09) que las pacientes
homocigotas (Val/Val). Este hallazgo fue especialmente importante en aquellas pacientes
con la mutacién p.R168X, ya que hubo un incremento de 6 puntos en la escala de
severidad, asociandose a un inicio mas temprano de crisis convulsivas. Sin embargo esta
asociacién no se encontré en pacientes con la mutacion p.T158M (90). Estos hallazgos han
sugerido que la actividad de BNDF es importante en la patogénesis de SR, papel que puede
no ser especifico y que en general puede estar implicado en la sobrevida y plasticidad
neuronal o bien tener una via comun con MECP2. Adema4s, estudios en animales han
demostrado que el efecto de BNDF es especifico de género ya que la deficiencia de este gen
en machos produce hiperactividad pero no cambios depresivos, a diferencia de las hembras
en quienes no se encontrd ningun dato motor, pero si comportamiento depresivo. El efecto

de BNDF condiciona que el entendimiento del SR sea mas complejo.

Se requiere de un mayor numero de pacientes para lograr establecer una relacion entre las
mutaciones y el cuadro clinico esperado asi como el contar con la unificacion de las escalas
de severidad actualmente utilizadas y ajustar los resultados a la edad de las pacientes para
poder comparar los trabajos realizados en distintos paises, ya que existen mutaciones que
se reportan con severidades distintas de acuerdo con la escala utilizada; un ejemplo de ello
es el cuadro clinico reportado para las mutaciones p.T158M y p.R306C para las cuales la

correlacién genotipo fenotipo no ha sido consistente (5,53,54,86,87).

En la medida en que logremos un mayor entendimiento de la enfermedad y el efecto que
causan cada una de las mutaciones encontradas, podremos brindar un asesoramiento
certero y la posibilidad de un pronéstico que tenga ingerencia directa en el manejo adecuado
y oportuno de las pacientes. Aunque como vimos el efecto fenotipico no sélo esta
determinado por una mutacién especifica, si no por diversos factores modificadores que
hacen que el padecimiento sea practicamente exclusivo de cada paciente. A pesar de esto,
el establecimiento de un diagnéstico certero y una aproximacion del prondstico son

herramientas invaluables en el manejo de las pacientes.



CONCLUSIONES.

Si bien el diagnéstico de SR es clinico, el abordaje recomendado es la blusqueda de
mutaciones en el exén 3 y 4 del gen MECP2, ya que es donde se localizan las mutaciones

mas frecuentes a nivel mundial y ahora sabemos que también en nuestro pais.

En este trabajo, mediante la técnica de PCR y restriccion para cuatro mutaciones se obtuvo
una tasa de deteccion de 57.14%, la cual consideramos se incrementara con el empleo de
nuevas técnicas asi como con el estudio del promotor y de los exones 1y 2 del gen. La
mutaciéon mas frecuente fue la p.T158M, seguida por p.R270X y p.R306C y por ultimo por la
p.R168X. Si bien la mutacién p.T158M no es la mas frecuente a nivel mundial ocupando el
tercer lugar en frecuencia, si los es para paises como ltalia, Estados Unidos, Gran Bretafia y
China. Llama la atencion que la mutacién p.R168X es a nivel mundial, la mas comuin y en
este estudio fue la de menor frecuencia. La mutacién responsable en el presente trabajo se
identific6 con mayor frecuencia en los casos de SR clasico, lo cual es congruente ya que

actualmente se sabe que existen otros genes responsables de SR atipico.

La mutacién p.T158M, tiene un amplio grado de severidad, el cual aumenta con la edad. En
nuestros casos, algo constante e independiente de la edad fue la alteracién severa en el
estado de animo, por lo que de ser posible, tendrd que ser un aspecto a vigilar de manera

temprana en estas pacientes.

La mutacién p.R270X, se comporto como severa en nuestros casos y las pacientes se
caracterizaron por presentar escoliosis moderada, marcha anormal, epilepsia de dificil
control, alteraciones en el patrén de respiracion, de la circulacion periférica y del estado de
animo. En la literatura, esta mutacion en algunos casos se asocia a SR atipico con
preservacion del lenguaje o bien en pacientes con SR clasico con lenguaje preservado por lo

gue actualmente se piensa son parte del mismo espectro.

La mutaciébn p.R306C es severa y las manifestaciones relevantes son la escoliosis
moderada, la preservacion anormal de la marcha y los cambios vasculares periféricos.
Finalmente la mutacion p.R168X también se considera severa, la cual aumenta con la edad,

lo que se corroboré en este trabajo en las pacientes en las que se identificd esta mutacion.

Las asociaciones fenotipo-genotipo al parecer no son exactas, lo que puede explicarse por la
presencia de otros factores como modificaciones epigenéticas o polimorfismos en genes
blanco que hacen que a pesar de que dos individuos compartan la misma mutacién, la
enfermedad se manifieste de manera diferente, sin embargo, el estudio molecular permite la
confirmacién diagnostica, principalmente en SR atipico y ciertas aproximaciones del

prondstico para un manejo médico mas apropiado.



Anexo 1. Escala para las diferentes manifestaciones clinicas

A Perimetro cefalico durante el primer afio de vida.
1 Por debajo de la percentila 3

2 Normal al nacimiento con desaceleracién posterior
0 Normal al nacimiento sin desaceleracion

B Desarrollo psicomotor temprano (hasta los 12 meses)
2 Sin progreso

1 Progreso sub6ptimo

0 Progreso normal

C Perimetro cefalico actual

2 Debajo de la percentila 3

1 Entre la percentila 3y 10

0 Por arriba de la percentila 10

D Peso

2 Por debajo de la percentila 3

1 Entre la percentlia 3y 10

0 Por arriba de la percentila 10

E Talla

2 Por debajo de la percentila 3

1 Entre la percentlia 3y 10

0 Por arriba de la percentila 10

F Tono muscular

2 Hipotonia severa, distonia o hipertonia

1 Tono moderadamente anormal

0 Normal

G Postura de columna

2 Escoliosis severa

1 Escoliosis moderada

0 Sin desviacion

H Contracturas

2 Contracturas severa

1 Contracturas moderadas




Ninguna

Funciones motoras gruesas

Sin marcha a pesar de soporte

Marcha anormal

Marcha normal

Movimientos estereotipados de manos
Dominantes o constantes

Moderados o intermitentes

Ninguno

Otros movimientos involuntarios (Temblor, corea,
ateatosis)

Dominantes o constantes

Moderados o intermitentes

Ninguno

Movimientos voluntarios de manos
Ninguno

Reducidos o pocos

Normales

Alteracion en la mecénica de la deglucién

distonia vy

Severa (aversion a al alimentacién; nausea; asfixia; requiere gastrostomia)

Leve (deglucion lenta)

Nnguna

Discapacidad intelectual

Profunda

Moderada

Ninguna

Lenguaje

Usado repentinamente sin significado
Repentinamente con algunas palabras comprensibles
Lenguaje normal

Epilepsia

No controlada o pobremente controlada




0

En control o historia de alguna crisis convulsiva

Nunca ha presentado una crisis convulsiva

Alteracion al despertar o alteracion en larespiracion
Severa, con apnea y cambios en la coloracion
Moderada, sin episodios de apnea o cambios de coloracién
Ritmo respiratorio normal

Circulacion periférica de extremidades

Frias con cambios de coloracion y cambios atréficos
Frias con cambios de coloracion sin cambios atréficos
Color y temperatura normal

Alteracién en el estado de animo

Severa; agitacion, gritos y llanto

Agitacion

Normal

Desordenes del suefio

Severas, vigila de noche y somnolencia diurna
Presente, pero no severa

Patréon normal de suefo

Kerr et al. 2001




ANEXO 2

ANALISIS DEL GEN MECP2 EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE SINDROME DE
RETT CLASICO Y ATIPICO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México, D.F., a de del20__

Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que mi hija
participe en el proyecto "Andlisis
molecular del gen MECP2 en pacientes con Sindrome de Rett clasico y atipico”, que se lleva
a cabo en el Instituto Nacional de Pediatria. Se me ha explicado que para la realizacion del
estudio, se requiere la toma de una muestra de sangre de 3 mL, tomada por personal
calificado con todos los requisitos de seguridad: equipo nuevo y guantes, la toma de muestra
en ocasiones puede condicionar molestias leves locales como dolor o enrojecimiento, las
cuales son transitorias. Ademas, me han informado que de esta muestra se obtendra el
material genético de mi hija el cual ser4 utilizado exclusivamente para este estudio, que tiene
como objetivo identificar el cambio o mutaciéon en la informaciéon genética de mi hija para
comprender mejor la causa que origina esta enfermedad.

Asi mismo, se me ha indicado que toda la informacién derivada del analisis de la
muestra para este estudio es absolutamente confidencial y que solo se nos informara de ella
a los padres biologicos de la paciente, también se nos ha explicado que este estudio no
tendra ninglin costo para nosotros, que nuestra participacion es completamente voluntaria y
no recibiré ningdn pago, por lo que si no deseamos participar, ello no repercutira en la
atencion a mi hija.

Firma, nombre y direccion de Padre o Tutor

Firma, nombre y direccion de Testigo

Firma, nombre y direccion de Testigo

Médico Responsable: Dra. Ariadna Gonzélez del Angel. Depto. Genética, Laboratorio de
Biologia Molecular. Tel. 10840900 ext. 1306.

Dr. Alberto Olaya V. Presidente del comité de ética, Instituto Nacional de Pediatria.
Tel. 10-84-09-00 Ext. 1581



ANEXO 3

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

ANALISIS MOLECULAR DEL GEN MECP2 EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE
SINDROME DE RETT CLASCIO Y ATIPICO.

NO. DE PACIENTE FECHA:

NOMBRE EDAD

NO. EXPEDIENTE

NOMBRE DE LA MADRE

NOMBRE DEL PADRE

TELEFONO DOMICILIO:

FECHA DE TOMA DE MUESTRA PARA DNA:

No. DE MUESTRA

1. Arbol Geneal6gico



2. Escala de severidad

A Perimetro cefélico durante el primer afio de vida.
2 Por debajo de la percentila 3

1 Normal al nacimiento con desaceleracién posterior
0 Normal al nacimiento sin desaceleracion
B Desarrollo psicomotor temprano (hasta los 12 meses)
2 Sin progreso

1 Progreso subo6ptimo

0 Progreso normal

C Perimetro cefélico actual

2 Debajo de la percentila 3

1 Entre la percentila 3y 10

0 Por arriba de la percentila 10

D Peso

2 Por debajo de la percentila 3

1 Entre la percentlia 3y 10

0 Por arriba de la percentila 10

E Talla

2 Por debajo de la percentila 3

1 Entre la percentlia 3y 10

0 Por arriba de la percentila 10

F Tono muscular

2 Hipotonia severa, distonia o hipertonia

1 Tono moderadamente anormal

0 Normal

G Postura de columna

2 Escoliosis severa

1 Escoliosis moderada

0 Sin desviacion

H Contracturas

2 Contracturas severa

1 Contracturas moderadas

0 Ninguna




Funciones motoras gruesas

Sin marcha a pesar de soporte

Marcha anormal

Marcha normal

Movimientos estereotipados de manos

Dominantes o constantes

Moderados o intermitentes

Ninguno

Otros movimientos involuntarios (Temblor, corea, distonia y
ateatosis)

Dominantes o constantes

Moderados o intermitentes

Ninguno

Movimientos voluntarios de manos

Ninguno

Reducidos o pocos

Normales

Alteracion en la mecéanica de la deglucién

Severa (aversion a al alimentacién; nausea; asfixia; requiere
gastrostomia)

Leve (deglucién lenta)

Nnguna

Discapacidad intelectual

Profunda

Moderada

Ninguna

Lenguaje

Usado repentinamente sin significado

Repentinamente con algunas palabras comprensibles

Lenguaje normal

Epilepsia

No controlada o pobremente controlada

En control o historia de alguna crisis convulsiva

Nunca ha presentado una crisis convulsiva




Alteracion al despertar o alteracion en larespiracion

Severa, con apnea y cambios en la coloracién

Moderada, sin episodios de apnea o cambios de coloracion

Ritmo respiratorio normal

Circulacion periférica de extremidades

Frias con cambios de coloracion y cambios atroficos

Frias con cambios de coloracién sin cambios atréficos

Color y temperatura normal

Alteracion en el estado de animo

2 Severa; agitacion, gritos y llanto

1 Agitacion

0 Normal

T Desordenes del suefio

2 Severas, vigila de noche y somnolencia diurna
1 Presente, pero no severa

0 Patrén normal de suefio

Otra caracteristica

Diagndstico SR clasico

SR Atipico
Mutacion T158M

R168X

R270X

R306C
En caso de no presentar las | SSCP
4 mutaciones previas
En caso de patron | Secuenciacion
electroforético anémalo directa

Resultado

Técnica molecular utilizada en la madre

Resultado en la madre

OBSERVACIONES:




ANEXO 4

Escala de severidad
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24

21

28

14

25

29

28

20

25

32

28

15

12

27

26

23

30

14

22

23

18

Moderada

Moderada
Severo
Moderada
Severo
Severo
Severo
Moderada
Severo
Muy severo
Severo
Moderada
Moderada
Severo
Severo
Moderada
Severo
Moderada
Moderada
Moderada

Moderada

Ver anexo 1 para la relacion de las caracteristicas evaluadas y los valores asignados.
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