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Resumen Palabras clave:
Sindrome de Rett;

Introduccién: El sindrome de Rett (RTT) es un trastorno neurolégico progresivo caracterizado por ~ MECP2;

producir una regresién del desarrollo psicomotor en nifias previamente sanas. La mayoria de los casos ~ Proteina de unién a

son causados por variantes patogénicas en el gen MECP2, que codifica para la proteina methyl CpG- ~ metil CpG2

binding protein 2. Objetivo: Describir la frecuencia y el tipo de variantes patogénicas en MECP2 en

mujeres chilenas con diagndstico clinico de RTT. Pacientes y Método: Se invitd a participar en este

estudio a mujeres chilenas con sospecha clinica de RTT. Se reunié informacién clinica mediante un

cuestionario. Se analizaron variantes patogénicas en MECP2 mediante el método de secuenciacion

de Sanger y se utiliz6 Multiple Ligation-dependant Probe Amplification (MLPA) para la deteccién de

duplicaciones y deleciones. Resultado: El estudio incluy6 14 pacientes con sospecha de RTT, de las

cuales 8 (57%) pacientes tuvieron variantes patogénicas. Las restantes permanecen sin diagndstico

molecular. Conclusién: Variantes patogénicas en MECP2 estdn presentes en pacientes chilenas con

RTT. Es probable que haya otros genes o diagnodsticos involucrados en las pacientes sin hallazgos en

MECP?2. A partir de este trabajo, el diagndstico molecular estd disponible en Chile.

Abstract Keywords:
Rett Syndrome;
Introduction: Rett syndrome (RTT) is a progressive neurological disorder characterized by regres- ~ MECP2;

sion of psychomotor development in previously healthy girls. Most cases are due to pathogenic va-  Methyl-CpG-Binding
riants in the MECP2 gene which encodes for the methyl CpG-binding protein 2. Objective: To des-  Protein 2

cribe the frequency and type of pathogenic variants in the MECP2 gene in Chilean female patients

with clinical diagnosis of RTT. Patients and Method: Chilean women with clinical suspicion of RTT

were invited to participate in the study. Clinical data were collected through a questionnaire. MECP2

pathogenic variants were analyzed by Sanger sequencing method and Multiplex Ligation-dependent
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Probe Amplification (MLPA) was used to detect duplications or deletions. Results: The study in-
cluded 14 patients with suspected RTT, of which eight (57%) patients had pathogenic variants. The
other patients remain without molecular diagnosis. Conclusions: Pathogenic variants in MECP2 are
present in Chilean patients with RTT. It is likely that there are other genes or diagnoses involved in
patients without MECP2 findings. As of this study, molecular diagnosis is available in Chile.

Introduccién

El sindrome de Rett (RTT; MIM#312750) es un
trastorno del neurodesarrollo que afecta principal-
mente a mujeres y es considerado practicamente le-
tal en hombres'. La incidencia se estima en 1 de cada
10.000 a 15.000 mujeres nacidas vivas®.

El diagndstico de RTT se realiza en base a criterios
clinicos® y existen tres formas clinicas: cldsico o tipi-
co, variante o atipico y discapacidades de aprendizaje
leve, siendo esta ultima poco frecuente. El RTT cldsi-
co es la forma mads frecuente de presentacion (75%)*.
Se caracteriza por un desarrollo aparentemente nor-
mal hasta los 6 a 18 meses de edad, seguido por una
detencién y posterior regresion en el desarrollo psico-
motor, con pérdida de habilidades manuales, marcha,
lenguaje y aparicion de estereotipias. El RTT atipico
tiene 5 posibles variantes: congénito, regresion tardia,
lenguaje conservado, epilepsia precoz y forma incom-
pleta, en las cuales pueden estar involucrados otros
genes'”.

Si bien el diagnéstico es clinico, el estudio molecu-
lar permite la confirmacién. Variantes patogénicas en
el gen MECP2 son la causa del 80-90% de los casos de
RTT clésico y cerca del 40% de RTT atipico. La ma-
yoria estdn ubicadas en los exones 3 y 4, y el 99% de
las veces son de novo'*. El resto de los casos de Rett
se ha asociado a variantes patogénicas encontradas en
los genes CDKL5 y FOXGI, las cuales se encuentran
en mayor frecuencia en el Sindrome de Rett atipico”®.

El gen MECP?2 esta ubicado en la regién cromosoé-
mica Xq28, estd compuesto por 4 exones que codifican
para la proteina nuclear Methyl-CpG-binding protein
2 °. Esta proteina estd involucrada en el desarrollo y
maduracién neuronal, asi como también en la diferen-
ciacion y formacién de sinapsis neuronales, mediante
la regulacién de la expresion de genes a través de me-
tilacién de islas CpG, actuando tanto como represor
y activador transcripcional'®'?. La proteina tiene 4
dominios funcionales, de los cuales los mds importan-
tes son MBD (Methyl-CpG-binding Domain) y TRD
(Transcription Repression Domain) "',

Las bases moleculares del sindrome de Rett en Chi-
le no han sido caracterizadas. En esta investigacion,
se analiz6 el tipo y la frecuencia de variantes en el gen
MECP2 en pacientes chilenas con diagndstico clinico
de RTT.

Pacientes y Método

Se invit¢ a participar, previo consentimiento infor-
mado de sus padres, a mujeres miembros de la Funda-
cién Sindrome de Rett Chile el afio 2014 con sospecha
o diagndstico clinico de RTT. El estudio fue aprobado
por el Comité de Etica de Investigacién del Centro de
Bioética de la Facultad de Medicina Clinica Alemana
Universidad del Desarrollo, de acuerdo a los términos
de la declaracién de Helsinki'.

La informacién clinica se obtuvo mediante un
cuestionario con preguntas abiertas y cerradas, que
incluia informacion acerca de antecedentes familiares,
antecedentes perinatales y criterios diagndsticos de
sindrome de Rett.

Para detectar variantes e implementar el diagnos-
tico molecular en el gen MECP2, se secuenci6 el gen
utilizando partidores especificos, disefiados mediante
el programa Primer3 para la region codificante exones
1,2, 3 y4". Los partidores obtenidos se verificaron me-
diante SNPCheck y BLAST'> ¢ y se afiadi6 a cada par-
tidor colas universales M 13 para simplificar el procedi-
miento de secuenciacion capilar’’. Los exones fueron
amplificados mediante un programa touchdown 68°-
58°C con 1 minuto de extensién, utilizando la enzima
Mango Taq polimerasa (Bioline-UK). Los productos
de PCR amplificados fueron secuenciados en ambos
sentidos con BigDye 1.1 siguiendo el protocolo del fa-
bricante (ThermoFischer-USA). Para la deteccién de
deleciones o duplicaciones en MECP?2 se utiliz6 Multi-
plex ligation-dependent probe amplification (MLPA) kit
P245 (MRC-Holland) 8.

Resultados

Participaron 15 mujeres entre 2 y 28 afios, miem-
bros de la Fundacién Sindrome de Rett Chile. Una pa-
ciente fue excluida por no cumplir los criterios diag-
nosticos.

De las 14 pacientes, 10 tenian caracteristicas de RTT
clasico y 4 de RTT atipico. La informacién recolectada
no permitio clasificar a estas tltimas en los subtipos de
RTT atipico. Las manifestaciones clinicas se resumen
en la tabla 1.

Mediante secuenciacién Sanger, se encontrd 6 va-
riantes patogénicas, 5 de ellas en pacientes con pre-
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y moleculares de las pacientes

Sindrome de Rett - C. Aron W. et al

Criterios Criterios mayores Criterios menores Criterios exclusién Variante
0 m v 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 [ i patogénica
Pacientes
RTT Clasico
1 + + + + + + + + + - - + + + + - - Glu37Argfs
2 + + + + + + + + + + + + + + - - Thr158Met
3 + o+ o+ 4+ - - + o+ o+ - + - + - + - - Gly269Alafs
4 + + + + - + = + = + + = = + + = = Arg270Ter
5 + + + + - + + + - - + + + + + - - Arg306Cys
6 + + + + -+ + + + + + = + + -+ + = = Del. exén 3
7 + + o+ o+ + o+ o+ + + o+ + + o+ + + - - -
8 + + o+ o+ + - + + + o+ + + o+ - + - - -
9 + + o+ o+ + o+ o+ + + - + + o+ + + - - -
10 + + o+ o+ + o+ o+ + + - + + o+ + + - - -
RTT Atipico
11 + + - + + + - + + + - + - + + - - Arg106Trp
12 + + = + = + + = + + + + + -+ + = = Del. exén 3
13 + - - + + + - - - - - + + + - + -
14 = = + + + = + + + = + + = + + = + =

Criterios diagnosticos y de exclusion: Criterios mayores: |. Pérdida parcial o total de la adquisicion de la prension manual propositiva. Il. Pérdi-
da parcial o total de la adquisicién comunicativa del lenguaje. Ill. Anomalias en la marcha. IV. Aparicion de estereotipias manuales. Criterios
menores: 1. Disfuncion respiratoria en vigilia. 2. Bruxismo en vigilia. 3. Patrones de suefio alterados. 4. Tono muscular anormal. 5. Trastorno
vasomotor periférico. 6. Escoliosis o cifosis. 7. Retraso de crecimiento. 8. Manos y pies pequenos y frios. 9. Llanto o risa inadecuados. 10. Baja
respuesta al dolor. 11. Comunicacién visual intensa. Criterios de exclusién: i. Dafo cerebral secundario a trauma, trastorno neurometabdlico
o infeccioso. ii. Retraso del desarrollo psicomotor severo antes de los 6 meses de edad'.

Tabla 2. Variantes patogénicas encontradas en gen MECP2

Paciente Variante encontrada ADN Consecuencia proteina* Dominio afectado Tipo de mutacion

1 c.108_111delAGAA p.Glu37Argfs** N-terminal Cambio marco lectura
2 c.473C>T p.Thr158Met MBD Sentido erréneo
3 €.806delG p.Gly269Alafs TRD Cambio marco lectura
4 c.808C>T p.Arg270Ter TRD Sin sentido
5 c.952C>T p.Arg306Cys TRD Sentido erréneo
6 Delecion exoén 3 MBD Delecion

11 c.316C>T p.Arg106Trp MBD Sentido erréneo

12 Delecién exén 3 MBD Delecion

*Seguin dbSNP, ClinVar, RettBase. **Variante se encuentra en el exén 2.
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sentacion de RTT clasico y 1 en paciente considerada
como RTT atipico. Cinco de estas variantes patogéni-
cas estaban en los exones 3y 4, y una en el ex6n 2. En las
8 pacientes que no presentaron variantes puntuales, se
realizé un andlisis de deleciones y duplicaciones utili-
zando MLPA. Con esta técnica, se detect6 una delecién
del exdn 3, variante patogénica, en dos pacientes adi-
cionales: una con RTT clasico y una atipico. Ademas,
se encontr6 1 variante de significado incierto (VSI).
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En las 5 pacientes restantes no se encontré varian-
tes patogénicas (tabla 2).

Discusion

Este es el primer estudio molecular reportado en
Chile con pacientes de RTT. Se encontraron variantes
patogénicas en MECP2 en 57% de las pacientes estu-
diadas.
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En este grupo de participantes, la frecuencia de
presentacion de RTT clasico encontrada fue de alrede-
dor de 70% (10 pacientes), similar a lo descrito en la
literatura (~75%)*, de las cuales el 60% (6 pacientes)
present6 variantes patogénicas de MECP2 y el 10% (1
paciente) una variante de significado incierto (VSI). En
el caso de los pacientes consideradas como RTT ati-
pico, el 50% present6 variantes patogénicas en el gen
MECP2, lo que es similar a lo reportado en la literatu-
ra®. Si bien el nimero de casos para anilisis fue bajo,
tiene relaciéon con la baja prevalencia de este sindrome
en la poblacién general. Ademds, no se caracterizé di-
rigidamente los subtipos de las pacientes con RTT ati-
pico, sin embargo, dos de ellas presentan lenguaje con-
servado y retraso del desarrollo psicomotor precoz, por
lo que podrian tener alguna de estas variantes clinicas.

De las 8 variantes patogénicas halladas, incluyen-
do las deleciones, 4 estdn entre las variantes mds fre-
cuentes descritas (Argl06Trp, Thr158Met, Arg270Ter
y Arg306Cys)>". A pesar de que las variantes patogé-
nicas en MECP2 ocurren de novo, existen variantes
mds frecuentes, probablemente debido a la presencia
de hot spots mutacionales en este gen®. Las deleciones
que incluyen 1 o mds exones se han observado tanto
en pacientes con RTT clésico y atipico®!. Esta evidencia
sugiere que es importante utilizar MLPA en los casos
en que no se han encontrado variantes puntuales en
el gen MECP2. Un 87% de las variantes patogénicas
encontradas estdn ubicadas en los dominios MBD y
TRD, en los exones 3 y 4, tal como ha sido descrito en
estudios previos*%.

Se encontré una delecién de 36 nucledtidos in fra-
me, ¢.1157_1192del36, clasificada como VSI. En este
caso, el andlisis de los padres en el diagnéstico molecu-
lar es importante para clasificar este tipo de variantes,
pero no se ha realizado aun en esta familia®.

Este estudio es el primero en reportar y documen-
tar variantes patogénicas en el gen MECP2 en pacientes
con RTT en Chile. Conocer las variantes patogénicas
especificas confirma el diagndstico y podria permitir el
desarrollo de futuras terapias moleculares. En las nifias
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en que no hubo hallazgos en MECP2, especialmente las
2 pacientes atipicas, seria interesante evaluar los otros
genes relacionados con el diagnéstico de RTT, CDKL5
y FOXGI, asi como también considerar diagnésticos
diferenciales de RTT.

A partir de este trabajo se encuentra disponible el
examen molecular para el gen MECP2 en Chile y por
lo tanto, la certeza diagnostica.
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