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RESUMO

Introdugdo: A sindrome de Rett (RTT) é uma doencga rara que afeta principalmente
pessoas do sexo feminino e € a segunda causa de deficiéncia intelectual em meninas
e evolui com regressao de habilidades aprendidas apos 6 a 18 meses do nascimento,
sendo classificado em RTT tipico e RTT atipico que guardam certa relacdo com o
gene afetado e este Ultimo tende ser mais grave. A causa etiolégica de atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor com a presenca de convulsdo e deficiéncia
intelectual pode ser causada por diversas variantes genéticas patogénicas,
principalmente no gene MECP2 em meninas. Obijetivo: Realizar estudos moleculares
em amostra de pacientes com caracteristicas clinicas de RTT. Materiais e métodos:
As amostras foram provenientes do Servico de Referéncia em Doencas Raras do
Hospital Universitario Bettina Ferro de Souza (HUBFS) no periodo de 2017 a 2019,
posterior a aprovacdo no comité de ética em pesquisa. Foi realizado o diagnostico
clinico pelos critérios de Neul et al, 2010, escala de severidade de Kerr e a
confirmacdo molecular via sequenciamento pela metodologia de Sanger dos éxons 3
e 4 do gene MECP2 tanto dos pacientes quanto dos pais (33 no total). O programa
Biostat 5.3. foi 0o pacote estatistico para avaliar a gravidade e a relacdo fendtipo
genotipo, tomando com significancia p < 0,05. Resultados: 17 pacientes tiveram
impressao diagnostica clinica de RTT, 15 meninas e 2 meninos; a média da idade no
diagnostico para a forma tipica foi de 7,8 anos (DP=+2,1) e a atipica de 3,8 anos
(DP=+3,8). Em trés meninas foram encontradas variantes patogénicas no gene
MECP2: 01 com p.Argl68* e 02 com p.Arg294*. O teste exato de fisher nao foi
significativo (p=0,20) para verificar diferenca entre o achado da mutacédo e a forma
clinica; ndo houve diferenca significativa entre os tipos clinicos e a gravidade dos
sintomas de acordo com o teste de Mann-Whitney U (p=0.23). Foi observada uma
elevada frequéncia (0,38) da variante benigna rs3027928 nos pacientes, incluindo
seus pais, sendo significativamente maior (p< 0.0001) que a frequéncia encontrada
na América Latina (0,03). Esta variante também n&o foi associada ao quadro clinico
das pacientes (OR=1,3). Concluséao: Foi possivel estabelecer um método diagndstico
in house para diagnostico molecular de meninas com deficiéncia intelectual, atil para
determinar a prevaléncia, prognéstico e melhor acompanhamento de casos com
sindrome de Rett. Além disso, a presente metodologia pode beneficiar o diagnéstico
molecular de variantes patogénicas no gene MECP2 de futuros pacientes com
suspeita de apresentar Sindrome de Rett. Tal procedimento sera util para o
aconselhamento genético de familias em risco.

Palavras-chave: Sindrome de Rett; MECP2; Deficiéncia intelectual; convulsao.



ABSTRACT

Introduction: Rett syndrome (RTS) is a rare disease that mainly affects females and is
the second cause of intellectual disability in girls and evolves with regression of skills
learned after 6 to 18 months of birth, being classified as typical TTR and Atypical TTR
that have a certain relationship with the affected gene and the latter tends to be more
serious. The etiological cause of delayed neuropsychomotor development with the
presence of seizures and intellectual disability can be caused by several pathogenic
genetic variants, mainly in the MECP2 gene in girls. Objective: To carry out molecular
studies in a sample of patients with clinical characteristics of TTR. Materials and
methods: The samples came from the Rare Diseases Reference Service of the Bettina
Ferro de Souza University Hospital (HUBFS) from 2017 to 2019, after approval by the
research ethics committee. The clinical diagnosis was made using the criteria of Neul
et al, 2010, Kerr severity scale and molecular confirmation via sequencing using the
methodology Sanger analysis of exons 3 and 4 of the MECP2 gene from both patients
and parents (33 in total). The Biostat 5.3 program. was the statistical package to
evaluate the severity and genotype-phenotype relationship, taking significance at p <
0.05. Results: 17 patients had a clinical diagnostic impression of RTT, 15 girls and 2
boys; the average age at diagnosis for the typical form was 7.8 years (SD=+2.1) and
the atypical form was 3.8 years (SD=+3.8). In three girls, pathogenic variants were
found in the MECP2 gene: 01 with p.Argl68* and 02 with p.Arg294*. Fisher's exact
test was not significant (p=0.20) to verify the difference between the mutation finding
and the clinical form; there was no significant difference between clinical types and
severity of symptoms according to the Mann-Whitney U test (p=0.23). A high frequency
(0.38) of the benign variant rs3027928 was observed in patients, including their
parents, being significantly higher (p< 0.0001) than the frequency found in Latin
America (0.03). This variant was also not associated with the patients' clinical condition
(OR=1.3). Conclusion: It was possible to establish an in-house diagnostic method for
the molecular diagnosis of girls with intellectual disabilities, useful for determining the
prevalence, prognosis and better monitoring of cases with Rett syndrome.
Furthermore, the present methodology may benefit the molecular diagnosis of
pathogenic variants in the MECP2 gene in future patients suspected of having Rett
Syndrome. Such a procedure will be useful for genetic counseling of families at risk.

Keywords: Rett syndrome; MECP2; Intellectual disability; Seizure.
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1. INTRODUCAO

A Sindrome de Rett (RTT; OMIM #312750) € uma doenca genética rara,
dominante, ligada ao X, que afeta pessoas do sexo feminino (Sirianni et al, 1998). RTT
€ a segunda causa mais comum de deficiéncia intelectual (DI) entre meninas, apés a
Sindrome de Down (Neul et al, 2010; Petazzi et al, 2013). A RTT pertencia a
classificacdo de doenca de atraso do neurodesenvolvimento, no entanto, agora, se

enquadra em doenca neuroldgica (Lyst et al, 2015).

As caracteristicas patognomonicas de RTT foram inicialmente reconhecidas e
descritas em 1966 pelo pediatra austriaco Andreas Rett. Ele observou um recorte de
casos de garotas com o padréo normal de desenvolvimento e auséncia de anomalias
ao nascimento. Elas apresentaram estagnacdo, seguida de regressao do
desenvolvimento aos 6 a 18 meses do nascimento, marcante estereotipia das maos e
perda de marcos do desenvolvimento, como fala e habilidades motoras do uso das
maos (Rett A, 1966; Hagberg et al, 1983).

A RTT é principalmente causada por mutacées em heterozigose do gene
MECP2, que produz a methyl-CpG 2 binding repressor protein (MECP2) (Amir et al,
1999). A MECP2 é uma proteina ubiqua, versatil e importante para o correto
funcionamento dos neurdnios. Além de participar de processos moleculares, como
repressao génica, ativacado transcricional, manutencédo de heterocromatina, splicing

alternativo de proteinas, vias metabdlicas (Good et al, 2021).

1.1 Diagnostico e Sintomatologia

A relacao gendtipo/fenétipo entre o gene MECP2 e a RTT pode ndo estar em
concordancia, como observado pela RettSeach members em 2010, que
estabeleceram critérios diagndsticos (quadro 01) e a nomenclatura para
desambiguacao ao nomear entidades similares a RTT, atualmente em uso. Assim, 0s
casos com manifestacao clinica classica foram enquadrados na classificacdo de RTT
tipica/classica e os casos com manifestacéo clinica que divergiam em determinados

critérios, foram categorizados como RTT atipica (Neul et al, 2010).
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A evolucdo dos casos RTT pode ser apresentada em estagios, sendo:
desenvolvimento neurolégico normal; fase em que pode se observar sutil atraso de
desenvolvimento nos primeiros 6 a 18 meses do nascimento; estagnacédo precoce
(estégio I) por volta de 6 a 18 meses; regressao rapida (estagio Il) entre 1 a 4 anos de
vida; periodo pseudo-estacionario (estagio Ill) em torno dos 2 anos, em que,
inicialmente, a crianca deambula e tem estabilizacdo da regresséo; deterioracao
motora (estagio IV) a partir dos 10 anos, que pode evoluir para a incompleta
capacidade para andar (figura 01) (Hagberg et al, 2002).

Anos 0.5 1 2 3 4 5 10 20 >20
// //

e e Nt
Desenvolvimento normal

Estagnagéio do desenvolvimento
Microcefalia

Atraso no crescimento

Hipotonia

Regressdo rapida
Caracteristicas autistas

Perda de habilidades manuais, de fala e de interacéo social

Estereotipias de méo
Deficiéncia intelectual
Anormalidades motoras

Convulsdes

Anormalidades respiratérias

Periodo (pseudo)estacionério
Escoliose

Disfunc@o autondmica

Ansiedade b+

Deterioragéio motora tardia
Diminui¢c&o ou perda da mobilidade

Parkinsonismo

Figura 2 Relagdo temporal em anos e o0s eventos clinicos principais na RTT organizados em estagios de | a IV.
Os estagios sao melhor condizentes com a forma RTT tipica (adaptado de Kyle et al, 2018).

Outros achados clinicos, como convulsdes e episodios epiléticos podem surgir
precocemente; distdrbios cardiovasculares (aumento da onda QT no
eletrocardiograma) e respiratorios, (irregularidade da frequéncia respiratoria);
problemas no trato gastrointestinais (TGI) e nutricionais sdo frequentes devido a
dificuldade para mastigar, asfixia e prolongado periodos de jejum; problemas
relacionados ao peristaltismo na forma de refluxo gastroesofagico, constipacéo e

inchaco; ma nutricdo, que contribui para o baixo peso e uma pequena parcela dos
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casos pode apresentar doencas do trato biliar. Aléem disso, é frequente em casos de
RTT a presenca de pés e maos frios e incomumente pequenos (Dowwns et al, 2010;
Pini et al, 2016; Schultz et al, 1993). O denominado “olhar Rett” também & uma
manifestacéo clinica representada por uma comunicacao intensa com os olhos; crises
de choro ou risos sem motivo (Goldman et al, 2012). As evidéncias apontam que estes
achados clinicos devem ser resultado direto de neurénios disfuncionais do SNC e
sistema nervoso autbnomo como consequéncia da deficiéncia de MECP2, em
especial o tronco cerebral e medula espinhal, principalmente, em relacédo aos achados
cardiovasculares, respiratorios e no TGl (Ramirez et al, 2013; Wahba et al, 2016;
Kumar et al, 2017).

A deficiéncia de MECP2 esta presente em muitos tecidos, com sinais e
sintomas que afetam diversos sistemas. Foram relatados casos de disfuncdo do
metabolismo do colesterol em uma parcela dos casos de RTT e isso esta relacionado
com determinadas mutacdes no MECP2 (Kyle et al, 2018). A escoliose e cifose sao
frequentes e podem estar relacionados com a incapacidade de andar, embora existam
evidéncias de baixa mineralizacéo, diminuicdo da espessura 6ssea e baixa densidade
Ossea relacionadas a auséncia de MECP2 (Caffarelli et al, 2020). O problema
enddcrino mais comum em RTT é deficiéncia de vitamina D, que tem relacdo com a
dismotilidade intestinal (Wahba et al, 2016). Alteracbes musculares sao observadas
antes da fase de regressao na forma de hipotonia e em fases tardias sdo observadas
anomalias no tdnus muscular, atrofia muscular sem sinais de distrofia e baixa massa
muscular. Parte desses achados podem estar relacionados a anormalidades
morfologicas de numero e tamanho das mitocondrias, observados na RTT (Cardaioli
et al, 1999).

O comportamento semelhante ao do transtorno do espectro autista (TEA) pode
ser aparente, surgindo, geralmente, no processo de regressdo e a socializacdo é
preservada na fase adulta. Além disso, RTT foi reclassificado no DSM V (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders), que anteriormente incluia RTT no grupo
de doencas do desenvolvimento (assim como o TEA) (Katz et al, 2016; Schwartzman
et al, 2015). A Sindrome de Angelman e o TEA sdo importantes diagnésticos
diferenciais. O primeiro apresenta a facies sindrémicas que a distingue de RTT e o
segundo apresenta preservacdo das habilidades motoras. E importante salientar que

podem ocorrer casos raros de TEA com mutacdo no gene MECP2 e sem clinica de
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RTT, sendo estes denominados de “Autismo com mutacdo no MECP2” (Neul et al,

2010; Schonewolf-Greulich et al, 2016).

Os critérios diagndsticos para RTT obrigatoriamente devem contemplar todos

0S seguintes critérios principais: perda parcial ou total de habilidades manuais com as

maos; perda total ou parcial da linguagem; anormalidade de marcha, incluindo

dispraxia ou auséncia de funcdo de marcha e estereotipia das maos. A RTT atipica &

diagnosticada quando apresenta: periodo de regressao seguido de estabilizacao; dois

dos quatro critérios principais e cinco de onze critérios de apoio (quadro 01) (Neul et

al, 2010).

Quadro 01 — Critérios para o diagnostico de Sindrome de Rett (RTT) de acordo com os critérios

revisados de Neul et al, 2010.

RTT tipico ou classico

Critérios auxiliares

v" Um periodo de regresséo seguido de um periodo de estabilizagéo ou
recuperacao;

v' Cumprir todos os critérios principais e todos os de excluséo;

v/ Os critérios de apoio ndo s&o indispensaveis embora seja frequente na
RTT tipica.

RTT atipico ou variante RTT

v Um periodo de regresséo seguido de um periodo de estabilizac&o ou
recuperacao;

v Minimo de 2 critérios principais;

v’ 5 critérios de 11 critérios auxiliares.

Critérios principais

v Perda parcial ou completa de habilidades consciente do uso das méaos;
v' Perda parcial ou completa de habilidades relativas a linguagem*;

v' Anormalidade da marcha: dispraxia ou auséncia de marcha;

v’ Estereotipia de movimentos das maos**.

Critérios de exclusdo para RTT tipico

v/ Danos ao cérebro peri- ou pés-natal secundarios a trauma, doencas
neurometabdlicas ou infecciosas***;

v' Clara percepgdo de anomalias no desenvolvimento psicomotoras nos
primeiros 6 meses de vida*.

v' Anomalias respiratérias ao acorda

v Bruxismo ao acorda

v Padrao de sono irregular

v Anomalia do tdnus muscular

v' Anomalia vasomotora periférica

v' Escoliose/cifose

v’ Atraso do crescimento

v/ Pés e maos pequenos e gelados

v Inapropriados crises de risos ou
gritos

v Respostas diminuida a dor

v" Intensa comunicagao visual

*A perda de habilidade da fala ndo se restringe ao uso de palavras ou altos niveis de organizacéo de discurso, inclui também a

intensao de fala, como o balbuciar que lembra remotamente palavras conhecidas;

**Incluem estalar de dedos/bater de méos, torcdo/aperto das maos, friccdo ou o automatismo como se estivesse lavando as méaos;
***Necessita de clara evidéncia por exames de neurologia ou oftalmolégico que inclui exames de imagem como ressonancia
magnética ou tomografia computadorizada que permita presumir a disfuncéo neuroldgica;

#Aqui inclui a ndo aquisi¢do de habilidades de marcos normais do desenvolvimento (controle da cabega, engolir, sorriso social).
Hipotonia é um achado que pode visto, mas é comum e normal nos primeiros 6 meses de vida e ndo deve ser considerado como

critério de excluséo.

Essa distincdo € importante, pois se correlaciona com a evolucgao clinica e os

achados genéticos. Assim, a RTT tipica & causada em 95-97% por mutagdes no gene

MECP2 enquanto que na RTT atipica, a mutacéo neste gene é responsavel por 50-
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70% das mutacoes. Além disso, a RTT atipica pode apresentar certas particularidades

gue clinicamente podem ser divididas em variantes atipicas (quadro 02): variante com

preservacgao de fala; variante com epilepsia precoce e variante congénita (Neul et al,

2010).

Quadro 02 — Principais particularidades entre a formar tipica e as formas atipicas de RTT

de acordo com o0s critérios de Neul et al, 2010.

Variante com fala
preservada

(Variante Zappella)
Apresentacao clinica:
v/ Regressao em 1-3 anos,
prolongado platbé
v' Retém maior uso das méaos
v Recupera a linguagem apds fase
de regresséo
v/ Menor comprometimento
intelectual (QI >50)
Diminuicéo da frequéncia das
seguintes caracteristicas vistas
na RTT tipica:
-Episddios de epilepsia sédo
raros
-Disfuncéo autonémica séo
mais leves
-Escoliose e cifose menos
severas
-Circunferéncia craniana normal
-Peso e altura normais na
maioria dos casos
Achados moleculares:
-Mutacdes no gene MECP2 é
predominante.

Variante convulsiva
precoce

(Variante Hanefelt)

Apresentacdao clinica:

v’ Aspectos das convulsdes
-Antes dos 5 meses de vida
-Espasmédico
-Epilepsia mioclénica
refrataria
-Convulsdes antes da
regressao

v’ Diminuicao da frequéncia de

caracteristicas clinicas vistas
na RTT tipica

Achados moleculares:
-Mutac¢Bes no gene MECP2
sdo raras
-Investigagdo no gene
CDKL5 deve ser realizada

Variante congénita

(Variante Rolando)
Apresentacao clinica:
v’ Perceptivel atraso do
desenvolvimento
-Severo atraso psicomotor
-Incapacidade de deambular
-Severa microcefalia p6s-natal
antes dos 4 meses
v Regressdo nos primeiros 5
meses de vida
-Pés e méos pequenos e frios
-Alteracao vasomotora
periférica
-Anormalidades respiratérias ao
acordar
v/ Movimentos atipicos especificos
-Discinesia
-Estereatipia de lingua
Achados moleculares:
-Mutagbes no gene MECP2
séo raros
-Investigacdo do gene FOXG1
deve ser realizada

Para realizar o diagnostico assertivo, é necessario que a equipe multidisciplinar

esteja atenta aos sinais, em especial, aos indicios de regressdo como o inicio da

verbalizagdo com balbucios. Outro sinal que pode ser indicativo para RTT € a

manutenc¢ao da circunferéncia craniana reduzida, que evolui para microcefalia. Porém,

como nem todas as criangas evoluem com esse achado, a microcefalia ndo mais

configura critério diagndéstico. No entanto, ainda é considerado um sinal que levanta

suspeitas (Neul et al, 2010).
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As variantes atipicas sdo causadas, principalmente, por mutacdes nos genes
FOXG1 e CDKL5 (Weaving et al 2004; Ariani et al, 2008). Dessa forma, as condicdes
clinicas de RTT com muta¢Bes no CDKL5 podem levar a variante epilética e mutacdes
no FOXG1, podem levar a variante precoce. Assim, estas formas clinicas podem
afetar igualmente individuos do sexo feminino e masculino, pois os genes envolvidos

estéo localizados em cromossomos autossémicos (Mitter et al, 2017; Fehr et al, 2013).

As doengas que possuem clinica similar a RTT, com mutacdes em genes que
nao o MECP2, sdo denominadas de sindromes RTT-like (Neul et al, 2010; Lopes et
al, 2010). Além disso, existem causas genéticas com condi¢des clinicas que podem
ser relacionadas a fenétipos RTT-like, como: sindrome de Pitt-Hopkins (TCF4,
CNTNAP2, NRXN1), sindrome de Cornelia de Lange (SMC1A), sindrome de Phelan-
McDermid (SHANKS3), sindrome de Kleefstra (EHMT1), Sindrome de deficiéncia
intelectual ligada ao X tipo Chrisianson (SLC9A6), sindrome de Angelman (UBE3A) e
sindrome de Glass (SATB2), além de genes ligados a encefalopatia epiléticas
(STXBP1, SCN1A, SCN2A, SCN8A, GRIN2A, GRIN2B, HCN1, SLC6A1, KCNA2,
EEF1A2 e KCNB1) (Allou et al, 2016; Lopes et al, 2016; Saian et al, 2016; Lucariello
et al, 2016; Lebrum et al, 2015; Olson et al, 2015). Os esforcos para estabelecer as
causas genéticas dos casos de sindromes RTT-like foram facilitados com o uso de
painéis genéticos para DI e epilepsia (Schonewolf-Greulich et al, 2017).

1.2 Prevaléncia e Epidemiologia

A prevaléncia mundial estimada da RTT € de 1/10.000 a 1/15.0000 em
meninas. Essa frequéncia € uma estimativa e muda de acordo com a populagéo
estudada e com a idade dos pacientes. Assim, na Australia, por exemplo, a estimativa
é de 1/9.000, com idade de diagnéstico de 37 anos; nos EUA é estimada em 1/10.000
entre 0-18 anos; na ltalia de 0,96/10.000 entre 6-18 anos; na Suécia é de 1/10.000
casos; na Noruega é de 2,17/10.000 entre 3-19 anos e no Japéo é de 0,22-0,5/10.000
de 6-14 anos (Burd et al, 1991; Fehr et al, 2011; Hagberg & Hagberg, 1986; Suzuki et
al, 1989; Skjeldal et al, 1997). O estudo de Petriti e colaboradores (2023) unificou 0s
estudos mais recentes de prevaléncia em uma metanalise, que resultou na

prevaléncia global para a RTT de 5 a 10 casos em 100.000 pessoas do sexo feminino.
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Infelizmente, o Brasil ndo possui estimativas de prevaléncia sobre RTT e é
digno de nota que a trabalhos iniciais de uma familia brasileira permitiu a descoberta
que as mutacdes no gene MECP2 sdo responsaveis pela RTT. Ademais, estudos em
pacientes com epilepsia refrataria tém elevada frequéncia de mutacdes nesse gene
em meninas com encefalopatia crénica de causa desconhecida: 72,7% delas
apresentavam mutacdes para RTT em uma instituicdo de referéncia (Pereira et al,
2019; Pozzi & Rosemberg, 2003).

Ha poucos estudos longitudinais a respeito da evolucao e sobrevivéncia das
pacientes com a RTT. Todavia, Anderson e colaboradores (2014) apresentaram uma
extensa casuistica e monitoraram as pacientes com a RTT por 20 anos na Austrélia e
no mundo. A estimativa de sobrevida foi de 77,6% aos 20 anos e 59,8% aos 37 anos.
Os principais desafios a longevidade nessas pacientes foram as seguintes: infeccées
respiratorias (36,8%); asfixia/aspiracao (31,6%); falha respiratéria, que se relaciona a

morte subita (14%) e sequelas atribuidas a convulséo (5,3%) (Anderson et al, 2014).

A epilepsia € um achado prevalente (82%-93%), uma vez que 64% precisavam
do uso de anticonvulsivante e 36,1% cursam com convulsdes de dificil controle. Em
relacdo a mobilidade, 18% conseguiam andar e 43% conseguiam com o auxilio de
assisténcia. A escoliose foi identificada em 86% dos casos e responsavel pela
necessidade de cirurgia corretiva (40%). Os distirbios no TGI foram prevalentes:
constipacdo (83%), inchaco (53%) e infeccdol/inflamacdo na vesicula (5%). Os
disturbios do sono foram representados por 63% dos casos (Vignoli et al, 2012;
Anderson et al, 2014).

1.3 Da Genética a funcdo de MECP2

O MECP2 é evolutivamente conservado, em especial, em vertebrados, nos
quais a regulagdo génica por meio da metilacdo € importante. Esse gene esta
localizado no cromossomo X, na banda Xg28 e de acordo com o NCBI (The National
Center for Biotechnology Information) versédo genoma GRCh38.pl4
(GCF_000001405.40) esse gene possui 21 transcritos conhecidos. Todavia, dois
desses sao traduzidos na proteina MeCP2: MECP2_el e MECP2_e2. O gene MECP2

esta organizado em 4 éxons e a transcricdo do éxon 1 aos éxons 3 e 4 resulta na
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isoforma MECP2_el (486 aminoéacidos), enquanto MECP2_e2 (498 aminoacidos)

provém da transcricdo dos éxons 2, 3 e 4 (figura 01) (Kyle et al. 2018).

(a) el SUTR
m o~ A
ATG ,”AT(E\\ Ay 1.8kb 54kb  7.5kb  10.2kb
-

e2 5'UTR

Figura 2 Visdo do gene MECP2 e suas isoformas do splicing alternativo. O controle de expresséo na regido 5'-
UTR é regulada por diversas demandas celulares enquanto que em 3'-UTR apresenta quatro sitios de
poliadenilacdo que guarda rela¢@o ao tunorver da proteina sendo que em neurénio as sequéncias de
poliadenilagdo s&do mais curtos podendo indicar mais regulagdo para expresséo (Kyle et al, 2018).

Devido a importancia dessa proteina para diversos processos neuronais, é
natural que a MECP2 seja altamente regulada no nivel de transcri¢cdo, pés-transcricao
e traducéo (Kyle et al, 2018). Todas essas modificages afetam o nivel de atividade,
e a interacao com outras proteinas eleva a complexidade desta, que para atua em fina
sintonia com o0s processos moleculares e celulares (Good et al, 2021). Os processos
resultantes dessa intricada rede de regulacao resultam em mudancas morfolégicas
neuronais, como a rede de arborizacdo dos dendritos; expansao e funcionamento da
rede neuronal, desenvolvimento e manutencdo de neurénios e das sinapses (Ehrhart
et al, 2016).

Em relacdo ao controle de expressao do MECP2, existe uma baixa correlagéao
entre a quantidade da proteina e o nivel de transcrito do gene, em virtude dos niveis
de regulacdo génica, como modificacbes pos-traducionais, splicing alternativo e
poliadenilacéo (polyA). A isoforma MECP2_el é 15 vezes mais expressa no cérebro
que a isoforma MECP2_e2 devido a um regulador upstream ATG mais eficiente
presente no éxon 1, que nao transcreve o éxon 2 (Martinez de Paz et al, 2019). A
maior diferenca entre as duas isoformas é a maneira como regulam sua expressao no
contexto celular, pois 0os éxons 1 e 2 ndo sdo traduzidos (Rodrigues et al, 2020).
Apesar disso, os estudos focam na isoforma MECP2_e2, que foi a primeira a ser
descoberta. Ndo estad claro como cada isoforma repercute na clinica da RTT, a
exemplo da auséncia de registro de mutac¢des patoldgicas no éxon 2 implicadando em

RTT. E importante considerar mutac¢ées no éxonl interferem indiretamente na sintese
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da isoforma e2 (Mnatzakanian et al, 2004; Saxena et al, 2006; Martinez de Paz et al,
2019).

A isoforma e2 possui maior afinidade e estabilidade de se ligar ao DNA metilado
e aos ribossomos, em comparacao a el (Martinez de Paz et al, 2019). Por outro lado,
a ligacdo da el a tubulina é mais forte, corroborando com sua associacdo a
neuroplasticidade (Delepine et al, 2013). A interpretacdo para esses achados é que
as isoformas apresentam sobreposicdo de funcdes, porém sdo capazes de se

especializar para o funcionamento correto em vias especificas (Rodrigues et al, 2020).

A MECP2 ¢ classificada estruturalmente como sendo uma proteina
intrinsecamente desordenada (IDP), pois seus dominios funcionais passam a se
estruturar em suas formas secundarias e terciarias apos se ligarem ao DNA ou a
outras proteinas. O dominio MBD (methyl binding domain) é excecdo, pois €
estavelmente estruturado (Dunker et al, 2001). E possivel, porém, classificar esta
proteina em dominios bem definidos: NTD (N-terminal domain), MBD, ID (intervening
domain); TRD (transcription repression domain); NID (NCoR interaction domain) e
CTD (C-terminal domain). A vantagem desta organizacdo é o que garante multiplas
interacdes da MeCP2 com outras proteinas (Ghosh et al, 2008). Além disso, a MECP2
pode sofrer modificacdes poOs-traducionais, como fosforilagdo, ubiquitinacéo,
sumoilacdo, acetilagdo, que regulam os niveis e momentos corretos para a funcéo
dessa proteina. Assim, € possivel que a MECP2 possa ativar ou desativar a
transcricéo de outros genes, a depender do contexto celular, atribuindo a ela a fungéo
de modulador transcricional (Ausio, 2016). Por exemplo, a fosforilagao inativa impede
a proteina dese ligar ao DNA, o que ocorre em neurdnios despolarizados, durante as
sinapses, em decorréncia do influxo de Ca*2. Quando esse mecanismo é inativado em

camundongos, ocorre o fenétipo de RTT (Gonzales et al, 2012).

Uma das principais funcdes da MECP2 é reconhecer de citosinas metiladas (5-
MeCyt), por meio do seu dominio MBD (methyl binding domain) nas formas de
metilacdo Unica e simétrica de metil-citosina metilada (mMCpG) e hidroximetilada
(50HMeCyt) das sequéncias CAC, em neuronios, possibilitando a funcdo dessa
proteina de se ligar a dinucleotideo e trinucleotideos metilados. Essa caracteristica
molecular ndo é encontrada em outros membros da familia de proteinas de ligacdo ao

DNA metilado (Ballestar et al, 2000). A fim de demonstrar a importancia da metilagcéo,
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cerca de 1% do DNA é metilado, concentrado em estruturas ricas nos dinucleotideos
CpG, que sado denominadas de ilhas CpG, presentes em 60% dos promotores génicos
em humanos (Chahrour et al, 2008). Comparativamente, existe em meédia uma
proteina MeCP2 para cada nucleossomo no DNA. Surpreendentemente, em modelo
de camundongo da RTT, houve a remissdo completa do feno6tipo RTT deles com a

suplementacdo dos dominios de ligacdo ao metil (MBD-TRD) (Guy et al, 2007).

A funcdo da MECP2 se completa com o recrutamento das proteinas SIN3A,
NCOR1 e SMRT através da interacdo com o seu dominio TRD, que contém o NID,
cuja funcdo é posicionar a proteina histona desacetilase (HDAC) sobre a 5-MeCyt
para remover o grupo acetil da histona e promover a condensacgao da cromatina, a fim
de reprimir a expressao génica (figura 02) (Lyst et al, 2013). Por outro lado, a MECP2
parece também agir como um ativador transcricional ao recrutar CREB1 a 50HMeCyt,
gue € um marcador de genes ativos em neurdnios. Concomitantemente, ela forma um
complexo com a proteina TET1, que opera a primeira reacdo de remoc¢ao de metil da
citosina (Chahrour et al, 2008; Cartron et al, 2013).
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Figura 3 Atuacao funcional de MECP2 no processo de silenciamento génico em marcagdes de sitio contendo 5Me-
Cyt no DNA. MECP2 funciona como um leitor de DNA metilado e uma ponte para a montagem de
complexo de silenciamento génico em especifico para que a proteina HDAC possa realizar a
desacetilagdo de DNA e histonas (adaptado de Kyle et al, 2018).

1.4 Variantes patogénicas no gene MECP2 e suas intera¢cdes com o fenétipo clinico

As mutacbes que causam danos ao gene MECP2 podem ser de ponto
(missense, nonsense), delecdes, frameshift, sitio de splicing e no cédon de iniciacao
(Sung et al, 2001). De acordo com o0 HGMD (The Human Gene Mutation Database),
ha o registro de 579 mutacdes para a RTT e, quando incluso os dados do banco de
dados RettBASE, o numero de mutacdes descritas sobe para mais de 1000 (Bedogni
et al, 2014). Apesar disso, oito mutacdes sdo responsaveis por 70% dos casos da
RTT: p.Argl06Trp, p.Argl33Cys, p.Thrl58Met, p.Argl68*, p.Arg255* p.Arg270%,
p.Arg294* e Arg306Cys. Fisiopatologicamente, essas mutagdes estdo localizadas em
regioes criticas, pois afetam os dominios NTD, MBD (45% total dos casos) e TRD
(figura 04) (Bedogni et al, 2014).
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Foi estimado que cerca de 99,5% das mutacdes no gene MECP2 sejam de
novo e, destas, 70% sejam devido a mutacdes do tipo transicdo C>T. A hipGtese &
gue essas mutacdes ocorram preferencialmente na linhagem paterna, nos gametas,
por causa do elevado contetdo CpG metilados no cromossomo X dos

espermatozoides (Cheadle et al, 2000).

15 = = ——— e e —

R255X
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R270X
R306C

R294X

R133C
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% of RTT mutations

R106W

large deletions

CTD

Figura 4 Relacéo entre as principais lesdes moleculares envolvidas em RTT de acordo com a porcentagem/dominio
funcional (adaptado de Kyle et al, 2018).

As mutagcdes no gene MECP2 inativam quase a totalidade, mas néo
completamente, sua funcdo de interagir com a 5-MeCyt de modo dose dependente e
sdo altamente danosas e nédo toleradas pelo organismo, o que explica a letalidade das
mutacdes em meninos, pois sdo hemizogotos, enquanto as meninas, por possuirem
duas copias do gene, sobrevivem. Dessa maneira, a haploinsulficiéncia é central para
o entendimento patolégico da RTT (Topcu et al, 2002). De fato, o correto nivel de
expressdo da proteina é importantissimo para o correto funcionamento neuronal,
considerando que a duplicacdo do MECP2 causa a sindrome da duplicacdo de
MECP2 e afeta principalmente meninos (Neul et al, 2019). Por outro lado, ha
mutacgdes, que prejudicam parcialmente a funcdo da MeCP2, sendo mais severa nos
meninos e evoluindo com encefalopatia grave e baixa expectativa de vida. Os casos
rarissimos da RTT em meninos foram associados ao mosaicismo e a sindrome de
Klinefelter (Villard et al, 2000;).
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As mutacdes no MECP2 apresentam consideravel relacdo genotipo/fendtipo,
pois as mutacdes que nao atingem os dominios MBD e TRD (NID) sdo associadas a
quadros clinicos mais atenuados, a exemplo das dele¢des ou mutagdes nonsense que
ocorrem na por¢cdo CTD, com melhor prognostico, incluindo o uso das maos e
mobilidade, como p.Arg294* ou p.Arg133Cys, que mantém probabilidade de preservar
a fala e o andar (Leonard et al, 2011; Bao et al, 2013; Jian et al, 2007; Mackay et al,
2017; Bebbington et al, 2008; Cuddapah et al, 2014).

A associacao da mortalidade a determinadas mutacdes genéticas ndo MECP2
foi investigada e revelou que existe um risco 3,11 vezes maior de morte para grandes
delecdes; de 3,05 para a mutacdo p.Arg270*; de 2,24 para p.Argl06Trp e 2,66 para
p.Arg306Cys, enquanto a mutacdo p.Arg255* possuia menor risco de morte (0,52).
Presumivelmente, a mortalidade estd diretamente associada ao nivel de funcéo

residual da proteina (Anderson et al, 2014).

Além disso, a inativagdo randémica do cromossomo X (XCI) acrescenta outra
variavel fenotipica, pois mesmo entre pacientes com a mesma mutacao, a gravidade
pode variar amplamente (Ishii et al, 2001). Assim, € possivel encontrar casos em que
a portadora de mutacdo grave tenha mais de 90% dos genes expressando a proteina
normal enquanto as copias do MECP2, com a variante patogénica, estao restritas nos
cromossomos X inativos, levando a um fendtipo mais brando. Assim, existe a
possibilidade rarissima de casos de RTT herdavel (Hoffbuhr et al, 2002). Portanto, é
estimado que 99% dos casos de RTT devam ser esporadicos e 1% seja herdavel
(Chahrour et al, 2008).

1.5 Abordagens moleculares para o diagnéstico

Os estudos moleculares podem orientar a conduta terapéutica por meio do uso
do gendtipo do paciente para o prognostico. A investigacdo deve ser iniciada nos
genes MECP2, CDKL5 e FOXG1 com o sequenciamento direto e Multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA) que permitem identificar dele¢cdes tao grandes
guanto a de um éxon (Erlandson et al, 2003). A pesquisa de mutacdes nos éxons 3 e
4 do gene MECP2 é a estratégia preconizada, pois sdo 0s Unicos éxons codificantes

dessa proteina (Leonard et al, 2017).
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Caso essas metodologias ndo encontrem alteracbes, € recomendado o
sequenciamento de exoma completo (WES) que, inclusive, tem o poder de mudar a
primeira impressao diagnostica. Adicionalmente, a hibridizagcdo genbmica (array-
CGH) é uma importante ferramenta para dele¢cdes ou duplica¢cdes subcromossémicas
e recomendada para casos de pacientes com atraso do desenvolvimento, TEA,
deficiéncia intelectual e dimorfismo. Caso seja inconclusiva ou normal, a abordagem
WES ¢é mais adequada. A metodologia NGS € promissora por permitir realizar o
sequenciamento exoma e genomas e encontrar novas mutacdes e genes que causem
o fendtipo RTT-like (Lucariello et al, 2016).

1.6 Vias metabdlicas, genes e processos afetados que causam o fenétipo RTT

A complexidade de se estabelecer o papel da proteina MECP2 foi possivel por
meio de estudos em modelo animal para a RTT, analise in vitro das interacdes e sitios
de ligacdo da proteina MECP2 ao DNA e, anteriormente, aos estudos de autdpsia. Os
modelos de RTT utilizam camundongos machos, pois devido a XCl em fémeas, a
complexidade de interpretacdo dos resultados seria aumentada (Armstrong, 1997;
Guy et al, 2001).

O perfil de expresséo génica na auséncia da MECP2 demonstrou uma elevacao
na transcricdo de genes cujos produtos sdo: BDNF, DLX5, DLX6, FKBP5, FXYD1,
GAMT, MPP1 e SGK1 e a diminuicao da expressdo de UBE3A e GRID1 (Bienvenu et
al, 2006). BDNF € o fator de crescimento mais estudado em RTT. Apesar da elevacao
de expresséo, funcionalmente esta prejudicado, afetando sobremaneira a formacao
das sinapses (Li & Pozzo-Miller, 2014). GAMT tem func¢éo sobre o metabolismo da
creatina e parece ter relacdo com 0s sintomas respiratorios de alguns pacientes com
RTT (Halbach et al, 2012). FXYD1 é um modulador de uma bomba Na+/K+ que,
quando superexpresso, inibe o crescimento neuronal e a arboriza¢do dendritica (Deng
et al, 2007).

Geralmente, a MECP2 parece agir como um modulador global do processo de
transcricdo de neurbnios e atividades dependentes de ativacdo que repercutem em
diversas vias no citoplasma (Skene et al, 2010). Todavia, a comparacgéao entre o perfil

de expressdo RTT e controles normais ndo encontrou diferencgas criticas do nivel de
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expressdo indicando, ainda que sutis, numerosas desregulacbes de vias, que

parecem responder pelo fenotipo RTT (Ehrhart et al, 2016).

Adicionalmente, a RTT causa alteracbes neuromorfolégicas associadas ao
menor crescimento de certas regides do cérebro, resultando em microcefalia com
repercussao funcional, a exemplo dos processos de aprendizagem e funcdo motora.
Podem ser tamanhos e peso do cérebro menores; menor melanizagéo da substancia
nigra pars compact (indica hipofuncdo de neurbénios dopaminérgicos); reducado no
tamanho de neurdénios e compactacao das suas conexdes, arborizacdo de dendritos
do cortex (em especial nas camadas lll e V), presenca de gliose e menor mielinizacao,
especialmente, no talamo, nucleos da base, cerebelo, tronco cerebral e medula
espinhal (Armstrong, 1997). A anatomia patolégica nao localizou processos de
neurodegeneracdo ou morte celular, em vez disso, a anatomia € mais compativel com
atraso no crescimento, que impacta na migracdo neuronal, neurotransmissdo e

imaturidade dos dendritos (Armstrong et al, 1995).

Funcionalmente, a falta da MECP2 resulta em desregulacdo de
neurotransmissores, neuromoduladores e da fungcédo sinaptica. Por exemplo, a
desativacdo de MECP2 em neurdnios gabaérgicos causou fendétipo grave de RTT e é
um aspecto importante para as crises convulsivas nas pacientes (Chao et al, 2010).
Além disso, a sintese de catecolaminas (dopamina, serotonina e norepinefrina) séo
reduzidos, resultando no desenvolvimento disfuncional de neurénios a nivel de SNC
e suprarrenal na de catecolaminas, além da elevacdo do catabolismo dessas
substancias (Panayotis et al, 2011). Fisiologicamente, a transmissdo dopaminérgica,
serotoninérgica e da norepinefrina sdo responsaveis pela fosforilacdo da MeCP2 e a
auséncia desta modificacdo pos-traducional foi associada ao fenotipo RTT
(Hutchinson et al, 2012; Bedogni et al, 2014).

Além disso, ha hiperativacdo de neurbnios glutamatérgicos, que resulta em
pertubacdes do ciclo do sono, maior producao de glutamina e a maiores demandas
energéticas do metabolismo (Viola et al, 2007). Assim, ha forte inativacdo adaptativa
dos receptores de glutamato (GRID1) e este é responsavel por fungcdes sinapticas e
pela diferenciacdo neuronal. Os baixos niveis de GRID1 podem estar relacionados a
ativacao da via BDNF, que é diretamente regulado pela MECP2 (Ballas et al, 2009).

As perturbacdes dos sistemas de inibicAo e excitacdo neuronal que foram
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documentadas na RTT também foram observadas no TEA e na doenca de Parkinson
e compartilham caracteristicas como atraso no desenvolvimento e anomalias motoras
(Ehrhart et al, 2016).

De forma simultanea, a proteina MECP2 age em neuroblastos e neurdnios
jovens como ativador transcricional, enquanto em neurdnios maduros €
preferencialmente um repressor (Li et al, 2013). A expressdo embrionaria de MeCP2
€ basal, eleva-se no pés-natal e estabiliza-se por volta dos 10 anos e é responsavel
pela sinaptogénese, neuroplasticidade e crescimento de neurdnios. Portanto, a funcao
neuroldgica de MECP2 €& essencial no amadurecimento cerebral, explicando a
auséncia do fenotipo da RTT antes dos 6-18 meses de vida (Monteggia et al, 2009;
Kishi et al, 2004; Ehrhart et al, 2016). A formacéo de sinapses e a sua manutengao
dependem da reorganizacdo do citoesqueleto e é evidenciado que MECP2 esta
envolvida nesse processo por meio das proteinas BDNF e FXTD1 (Bedogni et al,
2014). Em modelo animal, foi possivel abolir os achados neurologicos da RTT com a
normalizacdo dos niveis de expressdo de MeCP2, reforcando que esta é uma
sindrome neurologica ao contrario do que inicialmente foi preconizado quando a RTT
era vista como uma sindrome que afetava o desenvolvimento, de maneira sintética

(Guy et al, 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

O estado do Para possui uma populacdo com limitacdes socioeconémicas e
grande extens&o territorial, que constituem uma barreira importante de acesso aos
servicos especializados de salde. E fato que pacientes que necessitem de
investigacOes mais detalhadas precisam se deslocar para o centro de referéncia para
0 adequado atendimento. Assim, 0s casos contabilizados provavelmente refletem os
casos da populacdo da regido metropolitana e do interior do Estado. Como
consequéncia, ocorre 0 atraso do diagnadstico clinico e, em muitos casos, a patologia

molecular subjacente ndo chega a ser investigada (Iriart et al, 2019).

Do ponto de vista de gestédo, se 0s casos ndo sao investigados e registrados,
nao sado reconhecidos como um problema a ser trabalhado. Portanto, para garantir
que a populacdo com RTT seja adequadamente assistida, € necessario que seja
realizado o diagnostico. Segundo a estimativa de prevaléncia mundial de RTT de
1:15.000 e o tamanho da populacdo feminina paraense de 4.334.094 pessoas, €
esperado que existam pelo menos 280 pessoas afetadas por RTT no Estado (IBGE,
2022; Burd et al, 1991). Os cuidados para essa sindrome incluem particularidades que
necessitam do diagndstico para o correto acompanhamento. Ademais, apesar do
mosaicismo, existe boa concordancia entre o fenétipo e genétipo dessa sindrome, de
modo que o correto diagndstico pode favorecer a independéncia e aprendizado das
pacientes RTT (Tillptson et al, 2017).

Apesar de ndo existir ainda tratamento especifico para a sindrome, muitos
estudos estdo avancando, permitindo o vislumbre, ainda que distante para novas
drogas ou terapia génica. Dessa forma, manter uma casuistica de pacientes RTT seja
como participante de pesquisas clinica ou como beneficiario direto da inovagao, trara
muitos beneficios em especial para melhoria da qualidade de vida das pacientes e da

familia (Associacdo Brasileira de Sindrome de Rett, 2022).
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3. OBJETIVO

Avaliar o impacto das mutacdes no gene MECP2 para o diagndstico de pacientes
com fendtipos e evolucdo clinica compativel a Sindrome de Rett em servigos
especializados.

3.1 Objetivos especificos

-ldentificar e caracterizar mutacdes nos éxons 3 e 4 do gene MECP2;

-Investigar associacdo do genotipo encontrado e o fendtipo clinico da Sindrome de
Rett;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostragem

A amostra foi composta por individuos na faixa etaria entre 0 e 10 anos
incompletos encaminhados pelos ambulatérios de Genética e Neurologia do
Hospitalar Universitario Bettina Ferro de Souza (HUBFS) (Campus Belém- UFPA), da
Unidade de Referéncia Especializada Materno-Infantil e Adolescente (UREMIA) e da
Secretaria de Saude de Belém (SESMA), todos localizados na regido metropolitana
de Belém-PA, durante o periodo compreendido entre marco de 2017 e julho de 2019.
O diagnostico de RTT inicialmente fazia parte de estratégia de triagem de condicdes
genéticas para diagnostico de TEA e DI, os casos positivos eram encaminhados para

realizacdo de sequenciamento do gene MECP2.

4.2 Aspectos éticos

O presente estudo levou em consideragdo 0s principios éticos basicos das
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos. As
familias dos pacientes que aceitaram participar deste estudo receberam um termo de
consentimento livre e esclarecido, além de informacbes sobre os objetivos da
pesquisa. Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Instituto de Ciéncias da Saude da UFPA (protocolo 0101.0.073.000-11). Os
representantes legais assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido desta

pesquisa (Apéndice A).

4.3 Caracterizacgao clinica dos pacientes com suspeita de Sindrome de Rett

Foi aplicado formulario clinico considerando os critérios diagndsticos, historico
pessoal e familiar, anomalias congénitas, tratamento atual e exames complementares
que estejam disponiveis. Foram avaliados mediante prontuarios e informacfes de
formularios para RTT que inclui aplicagédo do algoritmo diagnostico (Rodriguez, 2014)
baseado nos ultimos critérios diagndésticos propostos por Neul et al. (2010) (Apéndice

B), escala de gravidade clinica (Kerr et al., 2001) (Apéndice C).
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4.4. Coleta de material biologico

Dos pacientes selecionados, foram coletados 5,0 mL de sangue periférico em
tubos com EDTA, dos quais uma aliquota de 1,0mL foi destinada para extracédo de
DNA.

4.5 Isolamento e quantificacdo de DNA

Para isolar o DNA foi utilizado o Kit comercial para o Library Builder™ System
(Thermo Fisher®). A quantificagcdo do DNA total foi realizada no equipamento Qubit®
2.0.

4.6 Investigacdo de variantes nos éxons 3 e 4 do gene MECP2 mediante
sequenciamento em pacientes com fenotipo RTT.

Apos a extracdo de DNA, foi realizada a reacéo de cadeia de polimerase (PCR)

com kit comercial Invitrogen® de acordo a padronizagéo de cada reacgdo (Tabela 1).

4.6.1 Amplificacdo do Exon 3

Para a PCR do Exon 3, foi utilizado o protocolo previamente padronizado, com
as seguintes concentracdes finais: 0,75 ng/uL de DNA, 0,5X de Tampéao de Reacao
10X PCR (Invitrogen), 1,875mM/uL de MgCI2 50mM (Invitrogen), 0,02mM/uL de
DNTPs 0,125mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0,4 mM/uL de cada iniciador
(MECPE3F e MECPE3R) e 0,05U/pL de Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen)
em 11,25uL de Agua Ultrapura. O volume final de cada reacg&o foi 20,0pL.

As condicdes de ciclagem utilizadas foram: desnaturacéo inicial a 95°C durante
5 minutos, seguida de 8 ciclos de desnaturacéo a 95°C por 10 segundos, pareamento
a 61°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 50 segundos, seguido de mais 22
ciclos de desnaturacéo a 95°C por 10 segundos, 64°C por 30 segundos e extensao a
72°C durante 50 segundos. A extensao final foi de 72°C durante 10 minutos. O

tamanho do fragmento amplificado correspondeu a 600 pb.
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4.6.2 Amplificacdo do Exon 4

As reag0Oes foram conduzidas em um termociclador Veriti (Thermal Cycler) em
um volume final de 25pL. A concentragao final de 0,6 ng/pL de DNA, 1X de Tampao
de Reacédo 5X PCR (Promega), 1 mM/uL de MgClI2 25 mM (Promega), 0,01mM/uL de
DNTP a uma concentracdo de 0,125 mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen),
0,4AmM/pL de cada iniciador de MECPE4F e MECPE4R e 0,6 U/uL de Taq Platinum
DNA Polimerase (Promega) em 13,7 pL de Agua Ultrapura.

As condicdes de ciclagem utilizadas foram: desnaturacao inicial a 95°C durante
15 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 20 segundos,
anelamento a 54°C por 15 segundos e extensao a 72° C por 40 segundos e extensao
final a 72°C durante 30 minutos. Os produtos amplificados possuem tamanho

aproximado de 1310 pb.

4.6.3 Amplificacdo do Exon 4A

Para a PCR do éxon 4A foi utilizado o protocolo com concentracdo final de
3,2ng/pL de DNA, 14,00 pL de Agua Ultrapura, 1X/ul de Tamp&o de Reacdo 10X PCR
(Invitrogen), 3mM/uL de MgCI2 50mM (Invitrogen), 0,0025 mM/uL de DNTPs (dATP,
dTTP, dCTP e dGTP), 0,4 mM/uL de cada iniciador (MECPE4AF e MECPE4AR) e 0,1
U/uL de Tag Platinum DNA Polimerase (Invitrogen). O volume final de cada reagéo é
de 25uL.

As condigdes de ciclagem utilizadas foram: desnaturacao inicial a 94°C durante
5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1min, pareamento a
59,7°C por 45 segundos e extensdo a 72° C por 50 segundos, a extenséo final a 72°C

durante 7 minutos. Os produtos amplificados tém aproximadamente 368 pb.

4.6.4 Amplificacdo do Exon 4B

Para a PCR do Exon 4B foram utilizados na concentracéo final: 0,65ng/pL de
DNA, 1,09X/ul de Tampéao de Reacdo 10X PCR (Invitrogen), 3,26 mM/uL de MgCI2
50mM (Invitrogen), 0,0027mM/uL de DNTPs 0,125mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP),
0,043mM/ puL de cada iniciador (MECPE4BF e MECPE4BR) e 0,065 U/uL de Taq
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Platinum DNA Polimerase (Invitrogen) em 15,20uL de Agua Ultrapura, O volume final

de cada reacao € de 23pL.

As condigdes de ciclagem utilizadas foram: desnaturacao inicial a 94°C durante
5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1min, pareamento a
59,6°C por 45 segundos e extensdo a 72° C por 60 segundos, a extenséo final a 72°C

durante 6 minutos. Os produtos amplificados tém aproximadamente 366 pb.

4.6.5 Amplificacdo do Exon 4C

Para a PCR do Exon 4C foram utilizados 0,65ng/uL de DNA, 1,09X/uL de
Tampao de Reacdo 10X PCR (Invitrogen), 2,17 Mm/uL de MgCI2 50mM (Invitrogen),
0,0027 mM/uL de DNTPs 0,125mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0,43mM/uL de
iniciadores (MECPE4BF e MECPE4BR) e 0,087 U/uL de Taq Platinum DNA

Polimerase (Invitrogen), em 15,60 pL de Agua Ultrapura com um volume final de 23pL.

As condicdes de ciclagem utilizadas foram as mesmas do Exon 4B, e o produto
amplificado tem aproximadamente 349 pb.

4.6.6 Amplificacdo do Exon 4D

Para a PCR do éxon 4D foram utilizados em comcentracédo final 0,6 ng/uL de
DNA, 0,5X/uL de Tampéao de Reacdo 5X PCR (Promega), 1 mM/pL de MgCI2 25mM
(Promega), 0,0625 mM/puL de DNTPs 0,125mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 0,4
mM/uL de cada iniciador (MECPE4DF e MECPE4DR) e 0,06 U/uL de Tag DNA

Polimerase (Promega), em 14,30 pL de Agua Ultrapura,com um volume final de 25pL.

As condicdes de ciclagem utilizadas foram de desnaturacéo inicial: 94°C por 5
minutos; seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1min; pareamento a 61°C
por 45 segundos e extensdo a 72° C por 60 segundos e a extensao final a 72°C

durante 7 minutos. Os produtos amplificados tém aproximadamente 377 pb.
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4.6.7 Amplificacdo do Exon 4E

As reacdes terdo um volume final de 23 L, e serdo utilizados as seguintes
concentracdes finais 0,65ng/uL de DNA, 1,09X/uL de Tampao de Reacdo 10X PCR
(Invitrogen), 3,26mM pL de MgCI2 50 mM (Invitrogen), 0,0027mM/uL de DNTP a uma
concentracéo de 0,125 mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen), 0,43mM/pL de
cada iniciador e 0,065 U/uL de 1 U de Tag Platinum DNA Polimerase (Invitrogen) em
15,45 pL de Agua Ultrapura As condicdes de ciclagem utilizadas serdo: desnaturacio
inicial: 94°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagéo a 94°C por um
minuto, anelamento a 60,5°C por 45 segundos e extensdo a 72° C por um minuto e
extensdo final a 72°C durante 7 minutos. Os produtos amplificados terdo
aproximadamente 327 pb.

Tabela 01: Sequéncias dos primers e tamanho dos fragmentos amplificados dos éxons
3 e 4 do gene MECP2

Exon  Tamanho (pb) Sequéncia Primers
Exon 3 611 MECPE3F: CAGGAAACAGCTATGACCTCTGAGTGTATGATGGCCTGG
MECPE3R: TGTAAAACGACGGCCAGTCATTTCAAGCACACCTGGTCT
Exon 4 1310 MECPE4F: CGCTCTGCCCTATCTCTGAC

MECPE4R: TTCTTGTTGGTTTGCTTTGC

Exon 42 368 RETT-4AF: TTTGTCAGAGCGTTGTCACC

RETT-4AR: TTTCTCCAGGACCCTTTTCA

Exon 4B 366 RETT-4BF: CAAATCTCCCAAAGCTCCAG

RETT-4BR: TCCTGCACAGATCGGATAGA

Exon 4C 349 RETT-4CF: CAGGCCATTCCCAAGAAAC

RETT-4CR: CCTTTGGGGACTCTGAGTGG

Exon 4D 377 RETT-4DF: GAGAAGAGCGGGAAAGGACT

RETT-4DR: TCCCCTCGGTGTTTGTACTT

Exon 4E 327 RETT-4EF: AGCGTCTGCAAAGAGGAGAA

RETT-4ER: AATCGGGAAGCTTTGTCAGA

Fonte: POP-LEIM-UFPA
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4.7 Verificacdo e purificacdo dos produtos da PCR

Apoés a PCR, todos os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corados com Syber Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). A visualizacéo
dos géis foi feita por meio de luz ultravioleta. A concentracao dos produtos foi estimada
visualmente com a utilizagdo do marcador Low DNA Mass Ladder e 100 pb DNA
Ladder (Invitrogen). A purificacdo dos produtos de PCR foi feita com as enzimas
Exonuclease | (GE Healthcare) (EXO) e Fosfatase Alcalina (GE Healthcare) (SAP),
segundo especificacdes do fabricante.

4.8 Reacao de sequenciamento

Para todas as reacdes de sequenciamento (Exon 3, 4, 4A, 4B, 4C, 4D e 4E)
foram utilizados 1,5 pL de DNA (produto de PCR), 5,0 puL de Agua Ultrapura, 1,5 pL
de Tampéao BigDye (ThermoFisher), 1 pL de BigDye® Terminator (ThermoFisher), 1
pL de iniciadores. As condi¢cOes de ciclagem utilizadas foram: desnaturacgéo inicial por
96°C durante 10 segundos, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 10
segundos, anelamento a 57°C por um minuto e extensdo a 60° C por um minuto e

meio. As sequéncias dos oligunucleotideos estdo descritas na tabela 2.

As reacdes de sequenciamento foram submetidas a eletroforese de capilar no
sequenciador automatico ABI 3500XL no Centro de Inovac¢des Tecnholdgicas do

Instituto Evandro Chagas.

4.9 Edicéo e analise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram editadas manualmente com o auxilio do programa
Sequencher ® Versédo 5.4.6. O alinhamento dos contigs foi feito com sequéncias
referéncias de DNA gendmico, da isoforma 2 (NM_001110792.1) (mais comum na
populacdo) obtidos no RettBase (http://MECP2.chw.edu.au/). Também foi utilizada a
ferramenta BLAST na plataforma online Ensembl, para determinar a posi¢édo das

alteracdes no genoma.
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Tabela 02: Sequéncia de oligonucleotideos utilizados na reacdo de

sequenciamento dos éxons 3 e 4 do gene MECP2.

Exons Primers Sequéncias dos Primers
M13Fseq CAGGAAACAGCTATGACC
3 M13Rseq TGTAAAACGACGGCCAGT
MECPE4.1Rseq CCGGCCTCTGCCAGTTC
MECPE4.2Fseq GGTAGGCGACACATCC
MECPE4.2Rseq ACCGTCTCCCGGGTCTT
4 MECPE4.3Fseq GGTCCTGGAGAAAAGTCC
MECPE4.3Rseq CTCTCCAGTGAGCCTCCTCT
MECPE4.4Fseq AGAAGGAGCACCACCA
42 MECPE4.ARseq TTTGTCAGAGCGTTGTCACC
MECPE4.AFseq TTTCTCCAGGACCCTTTTCA
MECPE4.BRseq CAAATCTCCCAAAGCTCCAG
4B MECPE4.BFseq TCCTGCACAGATCGGATAGA
MECPE4.CRseq CAGGCCATTCCCAAGAAAC
ac MECPEA4.CFseq CCTTTGGGGACTCTGAGTGG
MECPE4.DRseq GAGAAGAGCGGGAAAGGACT
4D MECPE4.DFseq TCCCCTCGGTGTTTGTACTT
MECPE4.ERseq AGCGTCTGCAAAGAGGAGAA
4E MECPEA4.EFseq AATCGGGAAGCTTTGTCAGA

4.10 Andlise das mutacfes

Foi realizada a investigacao da patogenicidade das mutacdes encontradas na
ferramenta online Clinvar (NCBI). Em caso de mutacdo néo patogénica, se procedeu
a investigacao da frequéncia da mutacao ou polimorfismo na populagcao, por meio da
ferramenta online dbSNP (NCBI). Caso a mutacdo ndo tenha sido reportada
previamente, seria estimada a sua patogenicidade in silico mediante a ferramenta on-
line Mutation Taster® (SCHWARZ et al., 2014).

4.11. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram procedidas com auxilio do programa BioEstat®
(AYRES et al., 2013) de acordo com o tamanho amostral e tipo de variavel. A
comparacao da gravidade clinica entre RTT tipico e atipico e diferentes variantes no
gene MECP?2 foi realizada pelo teste de Mann Whitney U. A comparacéo do tipo de
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RTT e os achados moleculares (patogénicos, ndo patogénicos ou de significado
incerto) foi realizada pelo teste de Exato de Fisher. Finalmente, a paridade do tipo de
variante se estabeleceu mediante o teste T de Student. Para todas as comparacoes

foram consideradas variantes com significancia estatistica quando p <0,05.

6. RESULTADOS

No total, foram encaminhados e avaliados 17 pacientes do sexo feminino e dois
pacientes do sexo masculino no periodo de 2017 a 2019 para a investigacdo dos
éxons 3 e 4. Os dados clinicos e de exame complementares, bem como a avaliacao
clinica, foram recuperados por meio de coleta transversal dos prontuarios e avaliacdo
clinica, que permitiu diagnosticar 12 pacientes com RTT conforme a ficha de avaliagdo
clinica e incluiu um menino (anexo I). Os principais motivos da investigacao molecular
dos pacientes foi DI e TEA, que foram encaminhados com a suspeita diagnostica de
RTT.

ApoOs avaliacdo clinica dos critérios diagnésticos de Neul et al, 2010, 70,6%
(12/17) tiveram o diagnéstico de RTT, sendo que destes, 58% (7/12) dos casos foram
diagnosticados com RTT tipico e 42% (5/12) com RTT atipico, distribuidos nas idades
da mediana de 7,8 anos (intervalo interquatil: 5,4-8,8) para o RTT classico e mediana
de 3,8 anos (intervalo interquatil: 1,9-8,3) para RTT atipico na época do

encaminhamento.

Todos os casos de RTT tipica cumpriram os quatro critérios principais de
diagnéstico. Na RTT atipica, todos 0s pacientes apresentaram auséncia de
habilidades da linguagem ou rudimentar relativo a idade e alteracdo de marcha ou
mesmo sem o desenvolvimento do andar; n=4 (80%) apresentavam estereotipia das
maos e a perda do uso das maos foram n=2 (40%). Em relacdo aos critérios
secundarios, tanto o bruxismo ao acordar quanto a linguajem inapropriada (risos ou
gritos) foram os mais frequentes (100%) em RTT tipica e RTT atipica. Em ambos os

grupos, cifose/escoliose e atraso do crescimento ndo foram frequentes (tabela 01).
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Tabela 03 Critérios principais e secundarios dos pacientes diagnosticados com RTT.

Critérios Numero absoluto
pacientes RTT
Classico Atipico
Principais
Perda parcial ou completa de uso das maos 7 (100%) 2 (40,0%)
Perda parcial ou completa da linguagem 7 (100%) 5 (100%)
Anormalidade da marcha 7 (100%) 5 (100%)
Estereotipia de movimentos das maos 7 (100%) 4 (80,0%)
Secundarios
Anomalias respiratérias ao acordar 5(71,4%) 2 (28,5%)
Bruxismo ao acordar 7 (58,3%) 5 (41,6%)
Padrdo de sono irregular 5(55,5%) 4 (44,4%)
Anomalia do tbnus muscular 6 (54,5%) 5 (45,4%)
Anomalia vasomotora periférica 4 (66,6%) 2 (33,3%)
Escoliose/cifose 2 (66,6%) 1 (33,3%)
Atraso do crescimento* 3 (75,0%) 1 (25,0%)
Pés e maos pequenos e gelados 5(71,4%) 2 (28,5%)
Crises inapropriadas de risos ou gritos 7 (58,3%) 5 (41,6%)
Respostas diminuida a dor 6 (66,6%) 3 (33,3%)
Intensa comunicacéo visual 6 (60,0%) 4 (40,0%)
Anomalias respiratdrias ao acordar 5(71,4%) 2 (28,5%)
Bruxismo ao acordar 7 (58,3%) 5 (41,6%)
Padréo de sono irregular 5(55,5%) 4 (44,4%)
Anomalia do tbnus muscular 6 (54,5%) 5 (45,4%)

*sem dado de um sintoma do paciente RTT tipico.

A escala de gravidade de Kerr para a avaliacdo clinica dos pacientes como um
todo resultou na média de 20 (DP=4,3). Quando foi avaliado por tipo de RTT, o teste
de Mann Whitney U (p=0,2353) ndo mostrou diferenca significativa em relacdo a
gravidade do fenétipo entre RTT classico (mediana de 21,5) e o RTT atipico (mediana
de 18) em relacdo a pontuacdo total para cada grupo. Nao houve diferenca
significativa entre a pontuacéo para cada um dos parametros das formas clinicas RTT
classica e RTT atipica. Em relacdo a epilepsia, ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos clinicos RTT classica e RTT atipica, condi¢do clinica apresentada por 83%
(9/12) no total (figura 05).
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Aspectos Clinicos avaliados na escala de severidade

disturbio do sono

Transtornos de Humor

N
I

Circulagao periférica das extremidades
I

vigilancia alterada B RTT Cléssico Baixa Pontuagdo
Epilepsia B RTT classico pontuag¢do moderada
Linguagem B RTT cléssico pontuagio elevada

deficiéncia intelectual RTT atipico Baixa Pontuagdo

dificuldade oromotora B RTT atipico pontua¢do moderada

Uso voluntario das méos ) .
B RTT atipico pontuagdo elevada

Outros movimentos involuntarios

esteredtipos de mao

fungdo motora grossa

contraturas articulares

postura da coluna

Ténus muscular

Tamanho

Peso

Circunferéncia da cabega atual

progresso do desenvolvimento inicial

Circunferéncia da cabega durante o primeiro ano de vida

Figura 5 Pontuag8es agrupadas em baixa (0), média (1) e alta (2) na escala de severidade de Kerr para
pacientes RTT classico e RTT atipico. Uma paciente com RTT classico foi excluida por néo ter
alguns dados clinicos.

A investigagcdo de variantes foi realizada através de sequenciamento dos
produtos amplificados dos éxons 3 e 4 do gene MECP2 de 12 pacientes. Destes, 25%
(3/12) das pacientes apresentaram mutacfes patogénicas: duas pacientes com a

variante p.Arg294* e uma para p.Argl68* (figura 06).
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ID TRD
R168X (n=01) R294X (n=02)
: = NTD (N-Terminal Domain) - = TRD (Transcriptional Repression
Domain)

= MBD (Methyl Binding Domain) ) )
- = CTD (C-Terminal Domain)

=|D (Inter Domain)

. = UTR (Untranslated Region)

Figura 6 Localiza¢éo dos dominios perdidos da proteina MECP2 devido ao término prematuro causado
pelas variantes patogénicas nos éxons 3 e 4 do gene MECP2.

Segundo o teste exato de Fisher, ndo houve diferencga significativa entre RTT
classico e o RTT atipico quanto a presenca das variantes patogénicas encontradas
(tabela 04).

Tabela 04 — Tipo clinico de RTT em relacdo as mutacdes.

Variaveis Pacientes com mutacdo Pacientes sem mutagéo P-valor
Classico 3 (42,9%) 4 (57,1%)

0,20
Atipico 0(0%) 5(100%)

Além dos resultados supracitados, a analise de sequenciamento permitiu a
identificacdo do SNP rs3027928 no éxon 4 do gene MECP2, encontrado na maioria
dos pacientes e seus pais, sendo 66,7% (8/12) em heterozigose ou homozigose. A
frequéncia alélica nas familias foi de 0,378 superior a encontrada (0,0326) no 1000
Genomes, que representa a frequéncia mundial do alelo. Pelo teste t a diferenca foi
considerada significativa (p<0,0001). O resultado do Odds ratio (OR=1,3) indicou nao

haver associagéo entre a gravidade de RTT e este polimorfismo.
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7. DISCUSSAO

A Sindrome de Rett é fundamentalmente uma entidade clinica, de modo que
mesmo na auséncia de deteccado de mutacao, os sinais clinicos sédo suficientes para
o fechamento do diagnéstico. Em conformidade a estratégia de triagem genética, a
pesquisa de mutacbes no gene MECP2 para meninas com fendtipo TEA-like e
deficiéncia intelectual € aplicada com resultados exitosos e Uteis para o diagnostico
diferencial (Xiang et al, 2000; Schuch et al, 2015; Navarro-Pardo et al, 2021).

Neste estudo, obteve-se o diagndstico clinico de trés pacientes com mutagéo e
com apresentacdo clinica de RTT classica, representando 25% dos casos com
diagnéstico molecular. Essa porcentagem € normalmente maior em outros estudos
com pacientes com suspeita clinica de RTT (Lima et al, 2009). Por outro lado, o
diagndstico de RTT pelo sequenciamento exclusivo dos éxons 3 e 4 concordou com
o estudo de Philippe e colaboradores (2005), que encontraram 121 com muta¢ao no
gene MECP2 (28,5%) em um total de 424 pacientes com RTT, frequéncia similar a
encontrada em nosso estudo (3/12; 25%). A ampliacdo das regides de estudo no gene
MECP2 pode aumentar a capacidade de deteccdo de mutacdes em pacientes RTT,
como no trabalho de Monerat e colaboradores (2009), que investigaram a regido 3’
UTR, éxons 2, 3 e 4, resultando em uma frequéncia de 61,3% (49/80) de mutacdes

em pacientes com RTT.

A continuagdo da andlise molecular deve ser realizada para investigar a
presenca de mutacdes nos éxons 1 e 2 do MECP2, e dos genes CDK5 e FOXG1,
pesquisa de microdelecdes em array-CGh e WES. Os estudos de NGS permitiram
investigar o espectro de genes potencialmente causadores de fen6tipo RTT-like, o que
possibilita explicar a presenca de um paciente do sexo masculino com o referido
fendtipo (Vidal et al, 2019).

As mutacdes encontradas foram a p.Argl68* e a p.Arg294* que sé&o
classificadas como causadoras da sindrome de Rett e constam no RettBase como
sendo a segunda e a sexta mutagbes mais frequentes, respectivamente. Pelo seu
carater esporadico, ndo é esperado que 0s progenitores sejam portadores de mutacao
no gene MECP2 e assim foi observado no sequenciamento dos pais da paciente. As
formas atipicas dessa condicdo sdo associadas as variantes em outros genes além

do MECP2. Entédo séo esperadas diferencas entre pacientes com a forma classica e
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com mutacao neste gene em relacdo as outras formas clinicas, porém, em nosso
estudo, ndo houve diferenca significativa, concordando com o estudo de Lima e
colaboradores (2009), que avaliaram 105 pacientes e ndo encontraram diferenca
significativa e as pacientes com mutacdo encontrada apresentaram a clinica

compativel com a RTT classica.

A média de gravidade de RTT avaliados pela escala de Kerr foi similar a
encontrada no trabalho de Colvin e colaboradores (2003), que avaliaram 131 meninas
(média de 22,9; SD=4,8). A avaliacao gendtipo-fenotipo das pacientes com mutacao,
pelo critério de gravidade proposto por Kerr, permitiu categorizar a gravidade global
moderada nas pacientes. Os critérios de gravidade permitem realizar uma avaliacéo
clinica e de possivel conduta terapéutica que revelam a progressao, regressao ou
estagnacédo da condi¢do, em que, quanto menor a pontuacdo, melhor as condi¢cdes

gerais de um total de 37 pontos, que € considerado o mais grave (Kerr et al, 2001).

As pacientes com as mutacbes p.Argl68* e a p.Arg294* apresentaram
pontuacdo de 20 e 17, respectivamente. A mutacdo p.Argl68* € associada a um
fendtipo grave, pois ha perda de todo o dominio TRD (figura 06), porém € fortemente
influenciado pelo padréo de inativagdo do cromossomo X enquanto a p.Arg294* é
mais branda e tem prognostico favoravel (Archer et al, 2007; Bebbington et al, 2008;
Cuddapah et al, 2014).

As mutac¢Bes encontradas nesse trabalho foram do tipo nonsense, cujo fenétipo
€ associado a casos mais graves por produzir uma proteina truncada. Todavia, a
maneira mais eficiente de predizer o fendétipo é por meio da avaliagdo dos dominios
afetados (Huppke et al, 2002). No presente estudo, todas as variantes patogénicas
foram localizadas no éxon 4 na regido TRD do gene MECP2. Devido a diferencas
funcionais nesse dominio, é padrdo separd-lo em TRD e TRD-NID. As variantes
patogénicas encontradas estdo localizadas nas posi¢des ¢.502C>T (p.Argl68Ter),
gue prejudica o dominio IR (perdendo os dominios TRD e TRD-NID), e em ¢.880C >
T (p.Arg294Ter), que afeta o dominio TRD (Philippe et al, 2006).

Assim, a perda do NID (p.Arg168*) foi associada a falha de enderecamento da
proteina MECP2 ao nucleo, que prejudica sua capacidade de repressao transcricional
engquanto que a mutacao p.Arg294*, que perde parte do TRD apos o NID, consegue

manter parte de sua capacidade de represséo preservada. Logo, as pacientes com
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RTT portadores da variante p.Arg294* tém um fenoétipo mais leve (Leonard et al,
2011). A paciente com a variante patogénica p.Argl68* apresentou microcefalia,
alteracOes articulares e o uso voluntario das méos ausente, condi¢des clinicas ndo
apresentada nas pacientes com a p.Arg294*. A menor perda das atividade motoras
manuais voluntaria foi associada a variante p.Arg294*, resultado que esta de acordo

com estudos préviso (Leornard et al, 2011; Colvin et al, 2004).

A iniciativa pioneira de ofertar este servico diagndstico no Paréa traz consigo
limitacGes préprias da regido somadas a raridade da doenca, como: o numero limitado
de profissionais para diagndstico clinico; geografico, com a perda de seguimento dos
casos e logisticos por conta das limitacdes socioeconémicas e a baixa demografia da
populacdo (Fehr et al, 2011; Lopes et al, 2018). Um importante indicador desta
realidade é a idade média de diagndstico e, em especial, para os casos RTT classico,
cuja clinica demanda atenta observacdo e acompanhamento em relacdo a forma
atipica, que apresenta fenotipo mais distinto, embora nesse presente estudo nao
tenha sido encontrado diferenca significativa entre a forma classica e atipica quanto a
gravidade do fendtipo. A mediana de idade de diagndéstico para a RTT classica foi de
7,8 anos nesse estudo, enquanto a estimativa global foi estimada em 2,5 anos. Quanto
a RTT atipica a mediana de idade de diagnostico foi de 3,8 anos para RTT atipica,
concordando como a estimativa mundial de 3,8 anos (Tarquinio et al, 2015).

Assim, os casos selecionados foram aqueles encaminhados com clinica
fortemente sugestiva e centrados na elucidagéo da deficiéncia intelectual. A busca em
uma populacédo com epilepsia poderia ser mais representativa para o diagndstico de
casos de RTT, contrastando com a atual casuistica. Por exemplo, no estudo de
Pereira e colaboradores (2019), a presenca de mutacdes em pacientes com epilepsia
representou 83% dos casos. Em concordancia, outro estudo mostrou mutagdes em
62% das meninas com epilepsia cronica e concorda com estudos em que a ocorréncia
de mutagdo no MECP2 pode chegar a 72,3%. Uma investigacdo nesse sentido esta
em andamento pelo grupo em um projeto maior. Estes desafios podem explicar em

parte a casuistica baixa (Rodriguez et al, 2020).

Além das variantes patogénicas, a investigacdo molecular identificou a variante
benigna rs3027928, inclusive presente nas trés pacientes com as variantes

patogénicas no éxon 4 do gene MECP2 ja supracitadas. A elevada frequéncia da

Victor Cezar Gomes Melo Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 32



variante rs3027928 (c.1269C>T; p.Ser423=) neste trabalho ndo demonstrou ter
relevancia clinica a RTT (OR = 1,3), aparentando ser um achado prevalente préoprio
da populacéo. Para responder a esta hipotese, estudos de ancestralidade, associacao

e avaliacdo de mais varidveis sao recomendados.

8. CONCLUSOES

No presente trabalho, foi realizado o processo de investigacdo da Sindrome de
Rett no estado do Para e, para tanto, procedimentos de diagnostico genético. Trés
pacientes foram caracterizados molecularmente. As mutacbes encontradas
(p.-Argl68* e a p.Arg294*) sao prevalentes na RTT e esses achados moleculares
concordam com o fendtipo encontrado em pacientes com RTT classica. Em
contrapartida, a variante mais prevalente (rs3027928), ndo demonstrou possuir
relevancia clinica nesse trabalho, embora seja interessante realizar estudos
populacionais para, de fato, entender se ela configura uma variante regional. Sao
necessarias investigagfes adicionais nos pacientes com clinica compativeis a da
sindrome de RTT, sem mutacdes encontradas. Por fim, estudos com pacientes com
RTT permitem identificar provaveis candidatos a tratamentos para estabelecer a
abordagem terapéutica com maiores ganhos de qualidade de vida e suscitar medidas
para politicas publicas que visem contemplar estes pacientes.
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10. APENDICES

10.1 Apéndice A: Termo de consentimento para pacientes com RTT
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Universidade Federal do Para
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo da UFPA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

PROJETO: " Caracterizagdao Clinica e Molecular de pacientes com suspeita de Sindrome de Rett e
Encefalopatia epiléptica: um enfoque na atividade do gene MECP2"

Nome do voluntario:

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que tem por objetivo determinar a correlagdo
entre o fendtipo, gendtipo e expressdo do gene MECP2 em pacientes com sindrome de Rett e Encefalopatia
epiléptica através de técnicas de biologia molecular que envolve a coleta de uma amostra de sangue
periférico.

A Sindrome de Rett (RTT) é um disturbio neuroldgico cuja prevaléncia global é de 1: 10.000 a 1: 15.000
para mulheres e 1: 100.000 para homens. Caracteriza-se por regressao psicomotora, comportamento
autista, desacelera¢do do crescimento da cabeca (microcefalia pds-natal), convulsdes, perda de fungdes
proposicionais das maos e movimentos repetitivos estereotipados das maos. A etiologia genética de Rett é
considerada heterogénea, mutacdes em diferentes genes, tais como MECP2, CDKL5, FOXG1, NTNGI,
MEF2C, IQSEC2 e KCNA2, estdo associadas ao quadro clinico da doenca. No entanto, a maioria dos casos de
RS esta relacionada a alteragGes no gene MECP2 que codifica a proteina MECP2; diversos estudos vem
sendo desenvolvidos para demostrar a correlagdo entre as mutagGes e a maior ou menor gravidade da
sindrome. Por outro lado, as convulsdes sdo um sintoma comum em pacientes atendidos por geneticistas;
os centros de Controle e Prevencdo de Doengas estimam uma prevaléncia de 2 milhGes Americanos
afetados pela epilepsia e mais da metade de todas as epilepsias foram atribuidas a causa genética. As
encefalopatias epilépticas infantis sdo definidas como convulsdes muito frequentes ou graves, ou atividade
interictal paroxistica subcontinua contribuindo para a perturbagao progressiva da fungao cerebral. Estas
sindromes graves que se apresentam durante os primeiros 12 meses de vida podem ser divididas em vdrias
categorias entre elas a sindrome de Dravet, sindrome de Ohtahara, e sindrome de West. Entre os genes
associados na etiologia das encefalopatias epilépticas estdo o CDKL5, STXBP1, ARX, SLC25A22, KCNQ2,
SCN1A, PCDH19, KCNT1. Devido que as mutagGes no gene CDKL5 podem originar fendtipos variados,
incluindo RTT e alguns tipos de Encefalopatia epiléptica ambas as sindromes poderiam compartilhar mais
de uma etiologia genética comum mediada pela proteina MECP2.

Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste estudo, precisa conhecer seus beneficios,
riscos e implicagdes.

1 OBJETIVO DO ESTUDO

Este estudo tem como objetivo determinar a correlagdo entre o fendtipo, gendtipo e expressao do gene
MECP2 em pacientes com sindrome de Rett e Encefalopatia epiléptica tratados no Hospital Universitario
Bettina Ferro de Souza (Belém — PA) e Hospital Divina Providencia (Marituba — PA) através de técnicas de
biologia molecular.
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2 PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar deste estudo sera coletada uma amostra de sangue periférico. A coleta de
material sera feita por pessoal técnico do Laboratdrio de Erros Inatos do metabolismo (ICB- UFPA). Essa
amostra serd submetida a um estudo de sequenciamento do material genético para identificar as alteracdes
no gene MECP2, sua expressdo e padrdo de metilacdo em alguns genes alvos da proteina MECP2 (Outros
genes poderiam ser estudados caso o estudo inicial no MECP2 ndo reporte nenhuma alteragdo patogénica).
Essa técnica permite detectar as mutagdes nos genes que queremos estudar para correlacionar os
resultados com o quadro clinico do paciente. O material isolado da amostra serd armazenado no
Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo (ICB-UFPA), apds a utilizagdo do mesmo para os procedimentos
relacionados a este projeto. Se vocé concordar em participar deste projeto de pesquisa os pesquisadores
participantes também consultardo seus registros médicos para obter dados que podem ser importantes
para compreender a correlagdo entre o fendtipo, gendtipo e expressdo do gene MECP2 em pacientes com
sindrome de Rett e Encefalopatia epiléptica

METODOS ALTERNATIVOS
Sua participagdo nesse estudo é totalmente voluntaria. Vocé ndo é obrigado(a) a participar do estudo.
RISCOS

O seu tratamento serd exatamente o mesmo caso vocé participe ou ndo deste estudo. E é importante que
vocé saiba dos riscos implicados na coleta de uma amostra de sangue por puncgao periférica (10 ml) da veia
do antebrago. Existe um desconforto, e serd de leve sensag¢ao dolorosa no momento da coleta de sangue
por puncdo justificada para que se possa realizar o procedimento tal. Riscos associados com a coleta de
sangue incluem: dor, hematoma, ou outro desconforto no local da coleta. Raramente desmaio ou infecgdes
no local de pung¢do podem ocorrer. Cuidados devem ser tomados para minimizar esses riscos. Ndo se espera
qualguer dano imediato ou tardio a sua salde ou a saude do(a) seu (sua) filho (a) decorrente deste estudo.

BENEFICIOS

Vocé nao tera beneficios com os resultados dessa pesquisa. Entretanto, os resultados gerados por ela
poderao ajudar a compreender melhor o Sindrome de Rett e as Encefalopatias epilépticas e auxiliar no
tratamento do mesmo, no futuro, para outros(as) pacientes.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

E importante que vocé saiba que o seu tratamento serd 0 mesmo, caso aceite ou ndo participar desse
projeto. E que vocé tem direito de saber qualquer informacdo gerada nessa pesquisa relacionada a sua
doenga. Essa pesquisa é coordenada pela Profa. Dra. Barbara Borges, Profa. Dra. Maria Helena Thomaz M.,
doutoranda Fernanda J. Rodriguez Ramos, qualquer duvida que tenha respeito pode ser sanada entrando
em contato pelo telefone (91) 982664068.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de salde que cuidard de vocé, seus registros médicos poderao ser consultados pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Bettina Ferro de Souza, Hospital Divina Providencia e equipe
de pesquisadores envolvidos nesse estudo. Seu nome nao serd revelado ainda que informag&es de seu
registro médico sejam utilizadas para propédsitos educativos ou de publicagdo, que ocorrerdo
independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS
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Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa e que necessite de
atendimento médico, ficarda a cargo do sistema unificado de saude (SUS). Seu tratamento e
acompanhamento médico sdo independentes da sua participacdo neste estudo.

CUSTOS
Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para vocé pela sua participa¢do nesse estudo.
BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participacdo neste estudo é completamente voluntaria e que vocé
pode recusar-se a participar ou interromper sua participagdo a qualquer momento, sem penalidades ou
perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Caso vocé decida interromper sua participacdo no estudo,
a equipe de pesquisadores deve ser comunicada e a coleta e o uso das amostras para os fins relativos ao
estudo serdo imediatamente interrompidos.

O pesquisador responsavel pode interromper sua participagdo no estudo a qualquer momento, mesmo sem
a sua autorizagao. Caso isso acontega o motivo sera comunicado a vocé.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nds estimulamos vocé ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer momento do estudo. Neste caso,
por favor, ligue para a Profa. Dra. Barbara Borges no telefone (91) 99994-1592 ou para a MS. Fernanda J.
Rodriguez Ramos no telefone (91) 982664068.

Li as informacgbes acima e entendi o propdsito deste estudo assim como os beneficios e riscos potenciais da
participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por
intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar neste estudo.

Entendo que srd coletada uma amostra de sangue periférica e que ndo receberei compensag¢dao monetaria
por minha participagao neste estudo.

Autorizo o uso do material coletado para outros projetos com a finalidade de Pesquisa:

O sim CONAO

Eu recebi uma cépia assinada deste formulario de consentimento

/ /
(Assinatura do Paciente ou representante) dia més ano
RG:
(Nome do Paciente e/ou representante — letra de forma)
/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo a paciente.
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ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL
Nome: Barbara do Nascimento Borges

End: Laboratério de Biologia Molecular -ICB-UFPA
Fone: (91) 99994-1592

Reg. Conselho: CRBIO-6 16636/06-D

Belém, / /

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

Nome: Maria Helena T. Maia
End: LEIM-ICB-UFPA

Fone: (91) 32018030

Belém, / /

Victor Cezar Gomes Melo

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL
Nome: Fernanda J. Rodriguez Ramos
End: LEIM-ICB-UFPA

Fone: (91) 982664068

Belém, / /
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10.2 Apendice B: ALGORITMO DIAGNOSTICO (Deve cumprir periodo de

tora entre 6-18 meses, exceto para a variante congénita)

regressao psicomo

oxduy 12y 2p 2woIpuis ﬁ

\ {500 wo J
WIS oyN opueode, | SOYD SO WOD OSURIUI CIEJUOD
“op e Epsodsa ep ogdinug

‘epenbageul

—_—y

sowB no osu ; ewdosdus  wsBenBuy

1

‘souy 3 seuanbad sad asoe Yy

éolode 3p souzyn uswsaR opopiERy B

< sousw ofad way ‘asqyojssoN0os3 Yy 4

o311 L 13 3P FWaIpUIS _‘\.‘/. ‘sousad SRUCIOWOSEA SKUNSI] @

- EPEIIIE EPSNW SN P

_\. ‘OPESSEOUOS 3D ORIDES D

enfin 3ueinp ‘owsioug  q

\ A/ _ WIS _ ‘ODERICIR 43S B OISR JedsEy B
“souE

no (epeide) eyaey ep osdegy p

owsxnsg 3 enbuy siedpund
OPEA[ESUR OUUSSSD 'SOEW SER ésiedouud ap souziud
L s wsnede ap SOUEILD 50 SOP0] WaL _ 0N — £siednuLd 3p SoURL
h_ 3P SOUIW WAL
s ‘eosal ap ogssad ap
‘oghioy 3p Enwew sEdeaRET T 17
“napuzsde |
anb semeed | epuinbpe cangeg

‘olode ap souzLD
| 30U3 oouoy EXEle | ExEsde )
= opdenguesp ap ogdisnbe ogu

$T0Z ‘ZAN91HA0Y =g

ondny 1ad 3p

BUW0IPUIS JEIIPISUOD

“3pEQ E153p Sale
ogssaubal 2p seuZpIAG
Wiz oEU 5 ogsoubely
© JEPAN 3 3pEQI 30 SOUE
e 5353 |- § SE IeeREay
oodne
TEY 3P SWOIPUIG [BAEADLY

op emayg aamb  Jopwooisd
OQUEIR WOD JEJUSWIPR  aynw

wabenBu) eun no wabBenfuy ovN
ED  OUSWINOAURSSD WSS T -

"[ER0S BUBWENGdLCD 3
ogdeaunwos 3p sspeplgey ws £0ESNPE
opdeusiap sod opeyuedwose 3P SOUAQT 50 50POY WAL

“EpIA 3P S3S3W § souswud
50| U CUBASS SJUSLUIEWLIOUE Jojowodisd

ollpuEs3() TEYEU-3ud o opUINbpe [EXJ36R0 CUEp
3p EPUBPIAG No anelb curueD owshEwnes

no anelf opdoayu ewn sode epuinbpe

3 SOUR § 3 SISEW § ANE

p—

SOEW 3P OUEIUNON OSN 3P ERE ) H— O mr;w_nﬁamu_nazcs.mﬂ_mnﬂﬂ:m&g.—

Eaid 3y 3P SWOIPUIS OESNEIXS 3P SO

edusop -

f/ siediound souziug P

souaa 5o ajdwna oey (O endne nay ap awoipuis ) oxndi) 118y ap awoipuis )

1134 30 INOYANIS 0JINITI 0JILSONOYIA OWLIHODTY

Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 48

Victor Cezar Gomes Melo



10.3 Apéndice C: ESCALA DE SEVERIDADE DE KERR

Pontuagdo dos | Pontuacdo

Parametro Caracteristica clinica A R
Parametros obtida

Sob percentil 3 2

Perimetro cefalico durante o primeiro ano de

vida Normal no nascimento, mas desacelerando

Normal no nacimiento sem desaceleracién

Nenhum progresso

Progresso no desenvolvimento precoce (0-12

Progresso abaixo do ideal
meses)

Progresso normal

Sob percentil 3

Perimetro cefalico atual Entre os percentil 3 e 10

Superior ao percentil 3

Sob percentil 3

Peso Entre os percentil 3 e 10

Superior ao percentil 10

Sob percentil 3

Altura Entre os percentil 3 e 10

Superior ao percentil 10

Hipotonia severa, distonia ou hipertonia

Tonus muscular Tonus moderadamente anormal

Normal

Escoliose severa

Postura da coluna vertebral Escoliose moderada

Sem desvios

Contracturas severas

Contraturas articulares Contracturas menores

Nenhum

N3o pode caminar sem apoio

Fungdo motora grossa Afetagdo para caminar

Camina normal

Dominante ou constante

Estereotipias das Maos Moderada ou intermitente

Nenhum

Dominante o constante

Outros movimentos involuntarios (Tremor,

. . . Moderado o intermitente
distonia, coreia, atetose)

Nenhum

Nenhum

Destreza manual voluntaria (Ejmp: alimentar) Reduzido ou pobres

OlrRr ([(N]|OfR|IN|O|fR|N|[O|Rr|N|[O|FR|N|I[O|R[I[N|O|R[IN|O[R[IN|O|[R[I[N|O[R|IN|O|IFR|N|[O|F

Normal

Severa (aversdo por comida, nduseas, sonda
nasogastrica ou gastrostomia.

N

Dificultade oro-motora Leve (atraso na comida, mastigag3o)

Nenhum

Aparentemente profunda (nivel infantil)

Deficiéncia Intelectual (aprendizagem —

Retardo) Qualquer exceto profunda

Sem deficiéncia

Atualmente,usa palavras sem significado real

linguagem Actualmente usa palavras reales coM significado

OR[N |O[FR|N|O|F

Normal
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Nao controlada ou dificeis de lidar

Epilepsia Convulsdes anteriores ou tratamento controlado

Nunca

Severa, com muda da coloragdo

Alteragdo no ritmo da respiragdo durante a

- Moderada, com muda da coloragdo
vigilia

Normal

Frio ou palido com alteragdes atréficas

Circulagdo periférica das extremidades Frio ou palido sem alteragGes atroficas

Normal em color e temperatura

Proeminente ou agitagdo / chorando

Disturbios do humor Tendéncia anormal de agitagdo

O|lRr | N|[O|FRr[N|[O|FR[I[N]|O|FRL ([N

Normal

Notoria sonoléncia diurna ou despertares
noturnos

Disturbio do sono Presente, mas ndo perceptivel 1

Padrdo de sono normal 0
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