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RESUMO



A sindrome de Rett (RS) € considerada um transtorno invasivo do
desenvolvimento, primeiramente descrita em 1966 pelo austriaco Andreas Rett.
Clinicamente € caracterizada por desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal
entre os seis ¢ 18 meses de idade. Apds este periodo o desenvolvimento fica estagnado,
atinge um platd e posteriormente ocorre regressdo motora progressiva. A prevaléncia da RS

é ao redor de 1:10 000 a 1:22 000, no sexo feminino.

Até outubro de 1999, o diagnoéstico era feito somente através da aplicacdo de
critérios clinicos, pois ndo havia um marcador bioquimico, citogenético ou molecular
conhecido, associado a patologia. Diferentes modelos de heranga foram propostos para RS
a saber: mutagdes no DNA mitocondrial, dissomia uniparental, inativagdo preferencial do
cromossomo X, mutagGes dindmicas (repeticdo de tripletos) e aumento na freqiiéncia de
sitios frageis. Recentemente, mutagdes no gene MECP2, localizado na regido Xq28, foram
identificadas em 33% a 80% de pacientes com quadro clinico classico da RS e em pacientes

outros fenodtipos.

O objetivo principal deste projeto foi investigar a presenca de ligacdo genética

entre marcadores de DNA localizados no cr X, incluindo a regido Xq28.

Para o cumprimento dos objetivos acima, contou-se¢ com um total de 86
amostras, pertencentes a 23 familias, das quais 25 pacientes com quadro clinico classico de
RS. Os estudos de ligagdo foram realizados através da genotipagem de marcadores
an6nimos de DNA do tipo microssatélite e a analise estatistica da probabilidade de ligacao
calculada por métodos paramétricos, “lod score”, através da utilizagdo do programa de
computador LINKAGE. Além disso, analisou-se, cuidadosamente, a segregacdo dos
marcadores genotipados em em todas as familias nas quais era possivel estabelecer

haplétipos.

Obteve-se “lod scores” negativos significativos para todos os marcadores
analisados, quando as familias eram avaliadas em conjunto, sendo que extensas porc¢des do
cromossomo X foram excluidas a saber: DXS 1073 exclusio de 12 ¢cM (compreendendo a
regido onde localiza-se o gene MECP2), DXS 8103 exclusdo de 2 cM, DXS 8091 exclusdo
de 4 cM, DXS 8043 exclusdo de 22 cM, DXS 1227 exclusdo de 4 cM, e DXS 1192

Resumo
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exclusio de 10 cM. No entanto, observou-se que menos da metade das familias contribuiu
para os “lod scores” obtidos. Nenhuma familia sozinha foi suficiente para gerar “lod score”™
significativo. Porém a analise dos haplétipos da familia nimero 6, mostrou que em uma as
duas irmis com RS herdaram porg¢des distintas do cromossomo X materno (Xq26-qter),
concluindo-se que, nesse caso, o gene responsavel pela RS ndo se encontra na regido distal
do brago longo do cromossomo X As demais familias ndo forneceram resultados

conclusivos.

Em conclusdo, esses resultados indicam fortes evidéncias da presenca de

heterogeneidade genética na RS.

Estudos subseqiientes, como a andlise das mutagdes no gene MECP2 e o estudo
da sua expressio, associados aos estudos de inativagdo do cromossomo X
complementariam esse trabalho e auxiliar na elucidagdo do papel do cromossomo X na
etiologia da RS.

Resumo
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1.1. CARACTERIZACAO CLINICA

A sindrome de Rett (RS) foi primeiramente descrita por Andreas Rett em 1966
(RETT,1966) por meio do relato de 31 meninas que desenvolveram importante regressao
mental nos primeiros anos de vida, associada a movimentos estereotipados de maos em

linha média e alteragGes no comportamento.

Nos ultimos trinta anos, varios relatos de pacientes com quadro semelhante
surgiram na literatura, ajudando a estabelecer a RS como entidade clinicamente distinta. E
importante salientar que, até outubro de 1999, o diagndstico da RS era exclusivamente

clinico, ndo havendo nenhum marcador biolégico descrito para a doenga.

A RS classica subdivide-se em quatro estagios: O primeiro estigio, de
estagnagdo precoce, ocorre entre seis € 18 meses e ¢ caracterizado por atraso progressivo de
desenvolvimento neuropsicomotor, embora o padrdo de desenvolvimento ainda ndo seja
caracteristico. O segundo estagio inicia-se entre o primeiro € o quarto ano de idade, com
rapida regressdo no desenvolvimento, acompanhada por perda das habilidades adquiridas.
O terceiro estagio caracteriza-se por um periodo pseudoestacionario, havendo a reaquisi¢do
de algumas habilidades com regressdao neuromotora discreta. O quarto estagio € o de
deterioragdo motora tardia, com dependéncia completa de cadeira de rodas; associado a
estado de consumpgdo e contraturas distais, podendo se prolongar por décadas (vide
quadros 1 e 2). (HAGBERG & WITT-ENGERSTROM, 1986; adaptado por HAGBERG, 1989;
WITT-ENGERSTROM, 1990).

Quadro 1: Critérios diagnosticos da Sindrome de Rett. Baseado no proposto por HAGBERG
B., GOUTIERES F., HANEFELD F., & RETT A em 1985 e atualizado pelo Grupo
de trabalho em Sindrome Rett (TREVATHAN & MOSER, 1988).

CRITERIOS NECESSARIOS

a) Periodo pré e perinatal aparentemente normal;
b) Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até cinco ou seis meses de idade;
¢) Perimetro cefilico normal ao nascimento;
d) Desaceleracio na velocidade de crescimento do perimetro cefalico (dos trés meses aos trés anos);
e) Perda das habilidades adquiridas:

el) habilidades manuais propositadas;

e2) balbucio e palavras faladas;

e3) habilidades de comunicagio;

Introdugdo
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f) Deficiéncia mental obvia;
g) Movimentos estereotipados de maos, intensos € sucessivos;
g1) movimentos de torcer, retorcer e apertar;
g2) movimentos de “lavar as maos”, fricgao;
£3) movimentos de levar a méo a boca e protusdo lingual;
h) Anormalidades na marcha entre as meninas que deambulam;
i) Apraxia/dispraxia na marcha:
j) Ataxia de tronco/dispraxia corporal;
k) Tentativa de diagndstico entre dois e cinco anos de idade;
CRITERIOS DE SUPORTE
a) Disfungdo do ritmo respiratorio;
al) apnéia periodica durante a vigilia;
a2) hiperventilagdo intermitente;
a3) crises de perda do folego;
a4) expulsio for¢ada de ar ou saliva;
B) Aerofagia:
¢) Anormalidades eletroencefalograficas:
cl) ritmo de base anormal com ondas lentas constantes ou intermitentes (3-5Hz)
c2) descargas epileptiformes, com ou sem convulsoes;
d) Epilepsia com varias formas de crises;
e) Sinais de espasticidade, fraqueza muscular tardia, e/ou distonia;
f) Distiirbios vasomotores periféricos;
g) Escoliose de origem neurologica;
h) Hipotrofia discreta e pés frios;
i) Atraso no crescimento.
CRITERIOS DE EXCLUSAO
a) Organomegalias ou sinais sugestivos de doenga de deposito;
b) Retinopatia ou atropia éptica;
¢) Microcefalia ao nascimento;
d) Existéncia de doen¢a metabolica ou heredodegenerativa identificada;
e) Doenca neurolégica adquirida, resultantes de quadros infecciosos severos ou traumatismos cranio
encefalicos;
) Evidéncia de retardo de crescimento intra-uterino;

g) Evidéncia de dano cerebral perinatal adquirido;

Introducdo
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Quadro 2: Estagios clinicos da Sindrome de Rett (HAGBERG & WITT-ENGERSTROM 1986).

1.° Estagio: ESTAGNACAO PRECOCE
Inicio entre 6 e 18 meses de idade

Caracteristicas clinicas:

a) Atraso progressivo de desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM);
b) Padrio de desenvolvimento ainda néo € significativamente anormal,
c) Desaceleracio na velocidade de crescimento do perimetro cefélico;

2.° Estagio: REGRESSAO RAPIDA
Inicio de 1 a 4 anos de idade

Caracteristicas clinicas:

a) Regressdao no DNPM;
b) Mudangas da comunicabilidade e contato ocular;
c) Diminuigdo do interesse por jogos ou brincadeiras;

d) Perda do uso propositado das mios:

e) Estereotipias manuais;

f) Marcha ataxica, (desajeitada e incoordenada);

g) Respiragio irregular: hiperventilagio, aerofagia, apnéia durante a vigilia;
h) Bruxismo;

i) Crises convulsivas;

i) Auto-agressividade.

3.° Estagio: PSEUDO-ESTACIONARIO
Inicio de 2 a 10 anos de idade
Durac¢édo de meses a anos

Caracteristicas clinicas:

a) Estabilizagdo clinica;

b) Comprometimento intelectual;

c) Humor estavel,

d) Persiste ataxia de marcha e, as vezes, ataxia de tronco;
e) Controle melhor das crises convulsivas;

fH Perda de peso associado a excelente apetite;

g) Reaquisi¢do de algumas habilidades.

Introducdo
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4.° Estigio: DETERIORACAO MOTORA
Inicio aos 10 anos de idade
Duragéao de anos

Caracteristicas clinicas:

a) Paciente com deambulacdo e mobilidade restrita (leito ou cadeira de rodas);
b) Escoliose acentuada;

c) Disturbios troficos e vasomotores em pés;

d) Melhoria no contato social e emocional;

e) Crises epilépticas controladas;

f) Déficit pondero-estatural, constipago intestinal cronica;

g) Puberdade.

1.2. PREVALENCIA E PADRAO DE HERANCA

A prevaléncia da RS € estimada em 1:10 000 na Suécia (HAGBERG 1985), 1:20
000 em Dakota (USA), 1:22 800 no Texas (USA) (KOZINETZ et al., 1993), e 1:24 588 na
Suica (BOLTSHAUSER & KUNz, 1987). BURD, MARTSOLF & RANDAL (1990) sugeriram a
possibilidade de que 3% das mulheres institucionalizadas por retardamento mental seriam
portadoras da RS e TREVATHAN & ADAMS (1988) sugerem que RS possa ser a maior causa

de retardamento mental no sexo feminino.

No Brasil, mesmo com a presen¢a da Associa¢do Brasileira de Sindrome de

Rett (ABRE-TE), nenhum estudo relativo a prevaléncia dessa patologia foi realizado.

A maioria dos casos € isolado; no entanto, quando ocorre recorréncia familiar, a
doenga segrega com um padrio de heranga dominante ligado ao cromossomo (cr) X
(HAGBERG, 1993.), com provavel letalidade intra-titero para o sexo masculino (HAGBERG,

1993). As principais observagdes que levam a essa hipotese sdo:
a) nenhum caso de RS no sexo masculino foi relatado (HAGBERG, 1993);

b) existe uma alta freqiiéncia de abortamentos espontineos em familias de

individuos com RS (HAGBERG, 1993);

Introducdo
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¢) foram descritas duas translocagdes, envolvendo o brago curto do

cromossomo X em pacientes com RS (HAGBERG, 1993);

d) algumas familias de pacientes com RS apresentam defeito metabolico, ligado
ao cromossomo X, observado na enzima ornitina transcarbamilase (OTC)

(THOMAS et al., 1987, 1990; CLARKE ef al., 1990).

1.3. ESTUDOS MOLECULARES

Duas estratégias podem ser aplicadas na tentativa de se descobrir a localiza¢ao
de um gene ou regido cromossdmica responsavel por determinada patologia: a pesquisa do
gene candidato ou o estudo de ligagdo. Quando o mecanismo fisiopatologico da doenca €
conhecido, por meio do conhecimento do mecanismo de agao de varios genes, a pesquisa
do gene candidato é a mais indicada. Se o mecanismo fisiopatologico ndo estiver bem

elucidado, o estudo de ligagdo ¢ a melhor alternativa.

Na sindrome de Rett, muito embora a fisiopatologia ndo esteja bem
estabelecida, as duas estratégias foram utilizadas e, mesmo tendo varios resultados
negativos, a pesquisa do gene candidato teve papel fundamental na descoberta do gene

responsavel.

1.3.1. Pesquisa do gene candidato

Uma variedade de genes candidatos foram considerados na RS. Na maior parte
desses estudos, foram incluidos genes que atuam no sistema nervoso central, codificando
neurotransmissores ou receptores, fatores de crescimento ou seus receptores e proteinas
neuronais (PERCY et al.. 1998). Esses genes candidatos foram sistematicamente excluidos
por meio de analise mutacional. Além da analise molecular do DNA genomico nuclear,
alguns estudos investigaram possiveis associagdes entre a RS e mutagbes presentes no
DNA mitocondrial: posicdo 2835; na regido que codifica a subunidade 16S do rRNA do
mtDNA entre os nucleotideos 2650-3000; e na posicdo 10463 (TANG ef al., 1997 e
CARDAIOLI et al., 1999).

Introducdo
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Quadro 3: Pesquisa de genes candidatos realizada em RS. Modificado de PERCY et al.,
1998; TANG et al., 1997, CARDAIOLI ¢f al., 1999, AMIR ef al., 1999 e WAN et al.,

1999,
Gene Locus Referéncias
Receptor tirosinoquinase A 1g21-22 NARAYANAN erf al., 1998
Receptor tirosinoquinase B 9q22.1 NARAYANAN ef al., 1998
Receptor de dopamina D, 11pl15.5 ANVRET, ZHANG, HAGBERG, 1994
Tirosina hidroxilase 11pl5.5 ANVRET et al., 1994
Fator de crescimento “insulina-like” 11pl5.5 ANVRET ef al., 1994
Fator neurotrofico derivado do cérebro 11p13 ANVRET et al., 1994
Receptor tirosinoquinase C 15q24-q25 NARAYANAN et al., 1998
Bcl-2 18g21.3 ANVRET et al., 1994
Synapsin | Xpl1l1.23 DE GENNARO et al., 1987; ELISSON et al., 1992
Synaptophysin Xpll.23-pl11.22 ELissoNet al., 1992
Monoaminoxidase A Xpll.23 ELissoN et al., 1992
Monoaminoxidase B Xpll.23 ELISSON ef al., 1992
Subunidade A, do receptor de glicina Xp21-p22 SCHANEN et al., 1997
Ornitina transcarbamilase Xp21.1 ELISSON et al., 1992
Receptor peptidico liberador de gastrina Xp22.2 ANVRET et al., 1994; HEIDARY et al.
Subunidade Ea da piruvato desidrogenase Xp22.1 SCHANEN et al., 1997
M6b Xp22.2 NARAYANAN et al., 1998
Receptor de androgeno Xqll-gl2 ELissoNer al, 1992
EPH (related tyrosine kinase ligand) Xql2 ELissoN et al., 1992
Proteina de jun¢do de Gap (Connexin 32) Xqgl3 ELISSON et al., 1992
Canal aniénico dependente de voltagem Xql3-g21 ELISSON et al., 1992
Fator de transcri¢do 4 Xg21.1 ELissOoN er al., 1992
Proteina proteolipidica Xq22 SCHANEN et al., 1997
"Marcadores anénimos de DNA" Xq28 SIRIANNI ef al., 1998
Subunidade 16S do rRNA do DNA nucleotideo TANG et al., 1997
mitocondrial 2835
Subunidade 16S do rRNA do DNA nucleotideos TaNG et al , 1997
mitocondrial 2650-3000
nucleotideo TANG et al., 1997 e CARDAIOLI et al., 1999
10463
MECP2 Xq28 AMIR et al.. 1999 e WaN et al., 1999
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1.3.2. Estudo de Ligacao

Para a melhor compreensdo da aplicagdo dessa metodologia, introduzir-se-a

alguns conceitos que serao utilizados (OTT, 1991, LATHROP, 1984).

a) marcadores microssatélites: sao seqiiéncias conhecidas repetidas de DNA,
altamente polimérficas na populagao geral, formadas por repeticoes de dois ou trés
nucleotideos (por exemplo GCGCGC...). No estudo de ligagdo, esses marcadores sao
utilizados para que se possa fazer uma correlagéio entre a regido do marcador que esta sendo
utilizado na andlise e a possivel localizagdo do gene responsavel pela doenca. Em geral, os
marcadores foram selecionados levando-se em consideragdo: 0 PIC (“polymorphism
information content™), preferencialmente com valor superior a 75%: e o intervalo entre dois
marcadores ndo superior a 10 centiMorgans. O PIC ¢é um indicador resultante da analise
desse polimorfismo feita na populagdo geral. Quanto maior sua heterozigozidade na
populagio geral, maior a chance de obtermos informagdo significativa, tanto de ligacdo
como de exclusao, na amostra analisada. Pequenos intervalos entre marcadores
microssatélites permitem uma chance maior de se obter resultados significativos em

grandes regides cromossomicas.

b) Distancia fisica e genética: Em genética molecular trabalha-se com dois
tipos de distancias: a fisica, medida em pares de base, e a genética medida em
centiMorgans. No inicio do século passado, Morgan observou que a possibilidade de
recombinac@o entre dois genes no MESMO Cromossomo era diretamente proporcional a
distancia fisica entre eles. Entdo a distdncia genética € calculada por meio da relagdo entre
recombinantes e ndo recombinantes entre dois loci. Por exemplo, se em 100 meioses
analisadas, encontram-se cinco recombinagdes diz-se que a distancia entre os dois loci € de
cinco centiMorgans (cM). A relagéo entre a distancia fisica e a genética é relativa, variando
conforme a regido cromossomica analisada, tendo em vista que, nas regides teloméricas, a
possibilidade de recombinag&o ¢ maior em relagdo as regides centroméricas. Em geral, um

cM equivale a um milhdo de bases aminadas.
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c) Andlise dos resultados: Para calcular a probabilidade de dois genes
estarem ligados, utiliza-se um calculo em escala logaritimica, o “lod score”, o qual leva em
considerac¢io a probabilidade de ligagao e a probabilidade de ndo ligagdo entre dois loci
avaliados. Por exemplo, se essa relagdo for de 100:1, o “lod score” sera +2,00. Por outro
lado, se a relagio for de 1:100, o “lod score” sera —2,00. Os “lod scores” podem ser
somados para familias. Consideram-se como resultados significativos (quando o padrdo de
heranca € ligado ao cromossomo X): “lod score” = + 2,00 confirmando ligagao (OTT, 1991)
e “lod score” < - 2,00 excluindo ligagdo. Valores entre — 2,00 ¢ + 2,00 nd3o sao

significativos, ou seja, sao inconclusivos.

1.3.3. O gene MECP2

MECP2 é um gene de 76 000 Kb (quilobases) formado por 4 exons. Codifica
486 aminoacidos e tem dois dominios principais: o de inibicdo da metilagdo (MBD: “metil

binding domain”) e o de inibigdo da transcri¢do (TRD: “transcription repression domain”™).

A primeira descri¢do do gene MECP?2 foi feita em 1992, quando LEWIS et al.
identificaram ¢ clonaram o MECP2 em camundongos. O produto do gene estaria
concentrado na heterocromatina pericentromérica €, tal como o MECP1, estaria apto a ligar

um simples par de metil CpG.

A confirmagdo da ligagdo entre a metilagdo das ilhas CpG e o gene MECP2
iniciou-se em 1993, quando NAN, MEEHAN, BIRD clonaram o gene em ratos € identificaram
o dominio de ligagdo metil CpG (MBD). Em 1994, QUADERI et al. localizaram o gene em
camundongos. Ele estaria ligado a0 cromossomo X, aproximadamente 40 quilobases (kb)
entre os genes LICAM e RSVP. Esta regiio ¢ homologa a regido Xq28 em humanos. Em
1995 ADLER ef al. estudaram a expressdo do gene MECP2 no cromossomo X inativo,
usando um sistema de translocag@o entre cromossomo X e autossomo, concluindo que este
gene, em camundongos, estaria sujeito a inativagdo. NAN ez al. em 1996 demonstraram que,
in vivo, a proteina MECP2 parecia ser a maior mediadora da reacdo em cascata na

metilagdo do DNA.
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Também em 1996, TATE, SKARNES & BIRD, usando camundongos machos com
o gene MECP2? mutado, notaram que a linhagem celular mutada se multiplicava €
diferenciava como a linhagem normal, mas influia no desenvolvimento embrionario
prejudicando-o. Concluiram que o papel deste gene era dispensével nas células do tronco

embrionario, mas fundamental no desenvolvimento embrionario.

D’ESPOSITO et al., em 1996, na expectativa que o gene MECP2 estivesse
localizado entre os genes LICAM e RCP/GCP (loci da vis3o a cores), hibridizaram, com
sondas de MECP2 de ratos, um filtro contendo todos os YACs entre estes dois pontos. Trés
VACs foram hibridizados para o MECP2. o qual estaria localizado, aproximadamente,
70kb mais centromérico que o “cluster” para visdo colorida RCP/GCP. Ainda em 1996,

Vilain ef al. confirmaram a localizagéo do gene MECP2 na regido Xq28.

Entre os anos de 1997 e 1998, Nan et al. identificaram o dominio de repressao
da transcricio (TRD) do gene MECP2. Esse interagiria com histona desacetilase
(componente essencial para repressio). Com isso, sugeriram que dois mecanismos globais
da regulagio génica (o da metilagdo do DNA e da deacetilagdo das histonas) estariam
ligados a0 MECP2.

JONES et al., em 1998, descobriram que o mecanismo de silenciamento
conferido pelo MECP2 e o DNA metilado pode ser causado pela inibigdo da histona
desacetilase, facilitando o remodelamento da cromatina e ativagdo da transcricdo. Estes
resultados estabeleceram uma relagdo causal direta entre o silenciamento da transcri¢do

dependente da metilagdo do DNA e a modifica¢do da cromatina.
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Figura 1: Representagio esquematica do gene MECP2, mostrando a localizagdo das
principais mutagdes relatadas na sindrome de Rett. Em verde, o dominio da
metilacio (MBD:“metil binding domain”), em vermelho o dominio de
repressdo da transcri¢do (TRD: “trancriptional repression domain”). Observa-se
que a grande maioria das mutagdes estdo localizadas no exon 4. As principais
mutagdes descritas sdo de sentido trocado e com mudanga na matriz de leitura.

Insercdes e delegdes também sdo descritas.

Em outubro de 1999, foram descritas as primeiras mutag¢des no gene MECP2 na
RS por AMIR ef al. Utilizando método de triagem, foram detectadas mutagdes como causa
de alguns casos de RS classica. Em cinco dos 21 pacientes esporadicos foram encontradas
trés mutagdes “de novo” “missense” na regido codificadora e altamente conservada de
MBD, como também duas mutag¢des “de novo” uma “frameshift” e outra “nonsense” ambas
prejudicando TRD. Em duas meio-irmds pelo lado materno, AMIR ef al. encontraram
segregagdo de uma mutagdo “missense” ndo detectada em sua mde. Este achado poderia
sugerir a presen¢a de mosaicismo germinativo na mde destas meio-irmds. Segundo os
autores, este estudo relatou a primeira doenca de regulagdo epigenética anormal como

mecanismo bdsico de sua patogénese.
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Também em 1999, WILLARD & HENDRICH relacionaram as caracteristicas
clinicas na presen¢a de mutagdo no MECP2 em pacientes com RS classica, com as
caracteristicas descritas em camundongos por TATE ef al. em 1996 (vide acima), indicando
que estes animais poderiam ser considerados modelos animais para sindrome de Rett. As
pacientes do sexo feminino com RS representariam um mosaico de expressdo e deficiéncia
do gene MECP2, em razio da inativagdo randomica do cromossomo X. Também relatam
que RS ¢ uma das patologias que envolvem alteragdes estruturais e remodelamento da
cromatina com conseqiientes efeitos epigenéticos na expressdo de um ou mais genes que

ndo estariam mutados.

Desde entio vérios foram os trabalhos publicados (WAN et al., 1999; CHEADLE
et al., 2000; AMIR ef al., 2000; HUPPKE et al., 2000; BIENVENU et al. 2000; entre outros)
correlacionando as muta¢des encontradas. Em resumo, presenga de mutagdes no gene
foram detectadas em 33 a 80% dos casos esporadicos de RS classica e em menos de 30%
dos casos familiais. Até entdo, os estudos so analisaram a regido codificadora do gene. Isso

poderia explicar a falta de identificagdo de mutagdes em alguns pacientes.

Quadro 4: Resumo das principais mutagdes detectadas em pacientes com RS. DRAGICH,
HOUWINK-MANVILLE, SCHANEN (2000).

Nucleotideo Aminoacido Dominio Fregiiéncia Referéncias

trocado trocado

258-259delCA fs M 0.42 HUPPKE et al. (2000)
291CA D97E M 0.42 XIANG et al. (2000)
301CA P101T M 0.42 CHEADLE et al. (2000)
302CA P101H M 0.42 CHEADLE et al. (2000)
302CT P101L M 0.42 CHEADLE et al. (2000)
316CT R106W M 7.50 AMIR et al. (1999); XIANG et al. (2000); WAN et al.

(1999) ; AMIR et al. (2000); CHEADLE et al. (2000);
HUPPKE et al. (2000)

317GA R106Q M 0.42 BIENVENU et al. (2000)
378-2ag splice fs M 0.83 AMIR et al. (2000); HUPPKE et al. (2000)
site
397CT R133C M 375 AMIR et al. (1999); XIANG et al. (2000); WAN et al.

(1999); CHEADLE et al. (2000); HUPPKE et al. (2000)

Introdugdo
27




398GA R133H M 0.42 mas
401CG S134C M 0.83 CHEADLE et al. (2000)
407del507+ins fs M 0.42 CHEADLE et al. (2000)
GCTTTTAG
411delG L138X M 0.42 WAN et al. (1999)
NPb Y141X M 0.42 AMIR et al. (2000)
455CG P152R M 3.33 AMIR et al. (2000); CHEADLE et al. (2000);
HUPPKE et al. (2000);msa
463TA F155I1 M 0.42 XIANG et al. (2000)
464TC F1558 M 0.42 AMIR et al. (1999)
NPb DIS6E M 0.42 AMIR et al. (2000)
473CT T158M M 10.42 XIANG et al. (2000); AMIR et al. (2000);
BIENVENU et al. (2000); CHEADLE et al. (2000);
HUPPKE et al. (2000); mas; msc
502CT R168X I 1542 XIANG et al. (2000); AMIR et al. (2000);
BIENVENU et al. (2000); CHEADLE et al. (2000);
HUPPKE et al. (2000); mas; msc
NPb Q170X I 0.42 AMIR et al. (2000)
592AT R198X 1 0.42 BIENVENU et al. (2000)
611CT S204X I 0.42 msa
620insT fs I 0.42 AMIR et al. (1999)
654delGAAG fs T 0.42 CHEADLE et al. (2000)
674CG P225R T 1.25 AMIR et al. (2000); CHEADLE et al. (2000)
677insA fs T 0.42 BIENVENU et al. (2000)
706delG fs T 0.42 AMIR et al. (2000)
710insT fs T 0.42 msa
730CT Q244X i 0.42 msa
747insC fs T 0.42 msa
763CT R225X T 10.42 XIANG et al. (2000); WAN er al. (1999); AMIR et al.
(2000); BIENVENU et al. (2000); CHEADLE et al.
(2000); HUPPKE et al. (2000); mas; msc
NPb K256X T 0.42 AMIR et al. (2000)
803delG fs T 2.08 WAN et al. (1999); CHEADLE e al. (2000); msc
808CT R270X T 7.92 AMIR et al. (2000); BIENVENU et al. (2000);
CHEADLE et al. (2000); HUPPKE et al. (2000); mas
855deld fs T 0.42 msa
880CT R294X T 5.42 AMIR et al. (2000); BIENVENU et al. (2000);
CHEADLE et al. (2000); HUPPKE et al. (2000); mas
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904CG P302A T 0.42 HUPPKE et al. (2000)
905CG P302R T 0.42 BIENVENU et al. (2000)
905CT P302L T 0.42 CHEADLE et al. (2000)
914AG K305R T 0.42 msa
916CT R306C T 5.00 XIANG et al. (2000); WAN et al. (1999) ; AMIR et
al. (2000); BIENVENU et al. (2000); CHEADLE et
al. (2000); HUPPKE et al. (2000) mas; msc
917GA R306H T 0.83 CHEADLE et al. (2000)
965CT P322L G 0.83 HUPPKE et al. (2000); msa
965CG P322A C 0.42 BIENVENU et al. (2000)
1098del70 fs C 042 XIANG et al. (2000)
1011del191 fs c 0.42 msa
1038del82 fs C 0.42 msa
1053ins10 fs C 0.42 XIANG et al. (2000)
1096del101 fs & 0.42 XIANG et al. (2000)
1116del84 fs 6 042 AMIR et al. (2000)
1120del69 fs C 0.42 XIANG et al. (2000)
1141del55 fs C 0.42 XIANG et al. (2000)
1147del170ins3 fs C 0.42 AMIR et al. (2000)
1154del32 fs C 0.42 msa
1156dell7 fs & 0.42 BIENVENU et al. (2000)
1156del44 fs C 0.42 CHEADLE et al. (2000)
1157del41 fs C 042 CHEADLE et al. (2000)
1157del43 fs C 0.42 HUPPKE et al. (2000)
1158del10 fs C 0.42 BIENVENU et al. (2000)
1159del43 fs C 0.42 XIANG et al. (2000)
1160del26 fs C 0.83 msa
1163del26 fs C 0.42 BIENVENU et al. (2000)
1163del34 fs C 0.42 HUPPKE et al. (2000)
1163del43 fs C 0.42 msa
1165del26 fs & 0.42 BIENVENU et al. (2000)
1182del7 fs (6 0.42 XIANG et al. (2000)
1193insT fs C 042 AMIR et al. (2000)
1194insT fs C 0.42 BIENVENU et al. (2000)
1364-1365insC fs C 0.42 HUPPKE et al. (2000)
1451del4 fs € 0.42 HUPPKE et al. (2000)
1461AC X487C Terminus 0.42 BIENVENU et al. (2000)
Legenda:

Abreviatura dos dominios: M, MBD;, L regido intermediaria; T, TRD; C, regido C-terminal.

msa K. Hoffbuhr er al., manuscrito em preparagio.
NP® Troca de nucleotideo n#o descrita.
msc I. Houwink-Manville et al., manuscrito em preparagao.

fs: mutagio frameshift.
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2. OBJETIVO E
JUSTIFICATIVA
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Investigar a presenca de ligagdo genética entre marcadores de DNA localizados

no cromossomo X, incluindo a regido Xq28, onde est4 localizado o gene MECP2.

Esse trabalho teve inicio em 1999 e, como até aquele momento varias
evidéncias apontavam para genes localizados na regido Xq28, embora nenhuma mutagéo
tivesse sido descrita, optou-se por investigar tal regido candidata, em pacientes com quadro
clinico classico de RS. A principal evidéncia da ligagdo do gene responsavel pela RS e a
regido Xq28 foi descrita por SIRIANNI ef al., em 1998. Eles relataram um estudo de ligacao,
realizado em uma familia brasileira em que trés meninas, de uma irmandade de nove,
tinham hipdtese diagnostica de RS. Os resultados apontaram a regido Xq28 como candidata

a conter o gene para RS.

Objetivo e Justificativa
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3. METODOLOGIA
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3.1. PACIENTES E ESTRATEGIAS PARA O CUMPRIMENTO DAS ETAPAS DO
PROJETO

A identificacdo das familias de pacientes com hipétese diagnostica de RS foi
realizada por meio da aplicagdo dos critérios diagnosticos (Quadro 1, Anexo 1: formulério
clinico). Esta foi possivel por meio da colaboragdo de vérias instituicdes nacionais, que atendem
esses pacientes a saber: os Drs. Sérgio Antonio Antoniuk e Isac Bruck da Universidade Federal
do Parana (UFPR), a Profa. D2, Laura Jardim da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), o Prof. Dr. Jaderson Costa da Costa da Pontificia Universidade Catolica do Rio
Grande do Sul (PUCRS) e as Prof®. Dr®. Antonia Paula Marques de Faria e Denise Yvone
Janovitz Norato do Departamento de Genética Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP. Com o objetivo de obter informagdes a respeito da historia familiar foi realizada a
revisio de todos os prontuarios e, posteriormente, por meio da anamnese completa e detalhada
com construgio dos heredogramas. Os critérios diagndsticos foram aplicados as pacientes para a
confirmacio diagnéstica. Nessa etapa os responsaveis foram devidamente informados e
convidados a participar do estudo por meio da doagdo de uma amostra de sangue. Também foi

solicitada a assinatura do formulario de consentimento livre e esclarecido (veja Anexo II).
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Resumo dos critérios clinicos utilizados (DMS-IV e Grupo de sindrome de Rett)

CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA SINDROME DE RETT (DMS-1V)

A.Todos os seguintes:
(1) DNPM aparentemente normal nos periodos pré € perinatal; SO N g 20

(2) Desenvolvimento aparentemente normal nos primeiros cinco meses de vida;

sO NO 2?0

(3) Perimetro cefalico normal ao nascimento; SO NO 0

B.Todos os seguintes, com inicio apés desenvolvimento normal:

(1) Desaceleragdo da velocidade de crescimento do perimetro cefalico entre cinco e 48 meses;

SO NO ?70

(2) Perda do uso propositado das habilidades manuais entre cinco ¢ 30 meses, com subsequente
desenvolvimento de movimentos estereotipados das maos;

SO NO 2?0
(3) Perda precoce do relacionamento social no curso do distarbio,
(apesar da interagdo social poder se desenvolver mais tarde); SO NO 20

(4) Aparecimento de coordenagio pobre de movimentos de tronco e marcha;

sO NO ?0

(5) Comprometimento grave no desenvolvimento da linguagem expressiva e receptiva com grave

retardamento psicomotor . sl NE 28

Fonte: AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION - Manual de diagnéstico e estatistica de
disturbios mentais , 4 edicdo, Washington 1994.

Legenda: S = sim, N =ndo, ? = duvidoso.
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CRITERIOS DIAGNOSTICOS DO GRUPO DE TRABALHO DA SINDROME RETT

1) Critérios necessarios:
a) Periodo pré e perinatal aparentemente normal; SO NO ?0
b) DNPM aparentemente normal até cinco ou seis meses de idade; SO N a 20
¢) Perimetro cefalico normal ao nascimento; SO NO 20
¢) Desaceleracio na velocidade de crescimento do perimetro cefélico

(dos trés meses aos trés anos de idade); SO NO 2?0
e) Perdas das habilidades adquiridas:
e1) Habilidades manuais propositadas; SO NO 2?0
(Se sim idade de inicio e/ou término)
e2) Balbucio e palavras faladas; s NO 2?20
(Se sim idade de inicio e/ou término)
e3) Habilidades de comunicagéo; SO NO 2?0
(Se sim idade de inicio e/ou término)
) Deficiéncia mental 6bvia; SO NO
(Se sim idade de inicio e/ou término)

g) Movimentos estereotipados de maos intensos e Sucessivos;

gl) Torcer e apertar; SO NO
g2) “Lavar as méos”, e fricgéo; SO NO
g3) Levar as méos a boca e protruséo lingual; SO NO

h) Anormalidades na marcha em pacientes que deambulam;

h1) Apraxia / dispraxia na marcha SO NO
h2) Ataxia de tronco / dispraxia corporal; SO NO
h3) outros:

2) Critérios de suporte:
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a) Disfungdo do ritmo respiratorio:

al) Apnéia periodica durante a vigilia; SO NO
a2) Hiperventilagdo intermitente; SO NO
a3) Crises de perda de folego; SO NO
a4) Expulsdo de ar ou saliva; SO NO
b) Aerofagia; SO NO

¢) Anormalidades eletroencefalograficas:

c1) Ritmo de base anormal com ondas lentas constantes ou intermitentes (3-5Hz);

SO NO
¢2) Descargas epileptiformes com ou sem convulsoes; SO NO
d) Epilepsia com varias formas de crises; SO NO

e) Sinais de espasticidade, fraqueza muscular tardia, e/ou distonia; SO NO

f) Distrbios vasomotores periféricos; SO NO
g) Escoliose de origem neurologica; SO NO
h) Hipotrofia discreta e pés frios: SO NO
i) Atraso no crescimento. SO NO

3) Critérios de exclusido: Nenhum estava presente nas pacientes.

a) Organomegalias ou sinais sugestivos de doenca de deposito;

b) Retinopatia ou atrofia optica;

¢) Microcefalia ao nascimento;

d) Existéncia de doenga metabolica ou heredodegenerativa identificada;

¢) Doenga neurolégica adquirida resultante de quadro infeccioso grave ou traumatismo cranio

encefalico;
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f) Evidéncia de atraso de crescimento intrauterino;
g) Evidéncia de dano cerebral perinatal adquirido;

Atualizado do original Viena (Hagberg et al.., 1985) e dos Critérios Diagnosticos do Grupo de
trabalho da Sindrome Rett (Trevathan & Moser, 1988)

Conclusio: O forma tipica de Sindrome de Rett CJ forma possi

(1 forma atipica de Sindrome de Rett (3 outros:

3.2. ANALISE MOLECULAR
3.2.1. Extracio do DNA gendmico das amostras colhidas

Utilizaram-se protocolos manuais de extragio de DNA com fenol e cloroformio
(MANIATIS T., FRITSCH & SAMBROOK, 1989). Vinte a 30 ml de sangue venoso foram colhidos do
proposito e dos familiares imediatos (ambos os pais ¢ irmaos). As amostras foram centrifugadas a
1900 rpm por 10 minutos e a parte intermediaria onde estdo localizados os leucocitos, foi
transferida para um tubo de fundo cénico de polipropileno. Em seguida, foram adicionadas as
solugdes de RSB 1X ( até completar um volume de 11ml ) e 60ul de Nonidet®. A solugdo foi
entdo centrifugada a 2500 rpm por 10 minutos € o sobrenadante descartado. Trés ml de solucéo
SDS para sangue, 500pl de RSB 1X e 60ul de proteinase K (100 mg/ ml) foram adicionados e as
amostras incubadas a 37°C por 24 h. Apos a incubagdo foram acrescentados 3 ml de fenol,
misturado por dez minutos, seguido de centrifugagdo a 2500 rpm por outros dez minutos €
descarte da parte organica da solugdo (sobrenadante). Esse processo foi repetido com 1.5ml de
fenol e 1,5ml de uma solugéo de alcool isoamilico e cloroférmio (1:24), seguido de 3ml de uma
solugdo de alcool isoamilico e cloroférmio (1:24). O DNA gendmico foi entdo precipitado com
6ml de etanol absoluto. Esse método propicia a extragdo de grande quantidade de DNA (acima de

700 pg a partir de 20 ml de sangue venoso).
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3.2.2. Seleciio dos marcadores de DNA no cromossomo X

Esses marcadores foram selecionados utilizando mapas genéticos detalhados de
microssatélites localizados no cromossomo X (GENETHON®, 1998). Os marcadores foram
selecionados levando-se em consideragdo: o PIC (“polymorphism information content™), sendo
selecionados apenas os com valor superior a 75% (excegdo feita para o marcador DXS 1227); e
com intervalo ndo superior a 10 centiMorgans entre dois marcadores (0 que ndo foi possivel entre

os marcadores DXS 8043 e DXS 1227).
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3.2.3. Polimerase (PCR) para os marcadores e genotipagem

Os “primers” especificos para a amplificagio da regifio repetitiva de cada
microssatélite foram sintetizados e as condi¢des ideais de PCR foram estabelecidas para cada par.
O volume total do PCR foi de 12,5 pl com 40-80 ng de DNA gendmico, 20 pmol de cada
“primer” (“sense” e “antisense™), 1,25 mM MgCl,, 200 uM de dCTP, dTTP e dGTP; 25 yM de
dATP; 1,5uCi [P¥]dATP; 0.5 unidades de Tag DNA polimerase ¢ 2ul de tampao 10X . A
eletroforese foi feita em um gel desnaturante de poliacrilamida a 6%. Em cada canaleta aplicamos
o produto da reagdo em cadeia da polimerase previamente misturado a 8 ul de “stock solution”
(tampdo de formamida, azul de bromofenol e xilenocianol) e desnaturado a 95°C por dois
minutos. A eletroforese é feita a 1500 volts, 45 miliamperes e 60 watts. O tempo de corrida
depende do tamanho do fragmento. Posteriormente o gel foi transferido para um papel de grande
porosidade, seco na secadora a uma temperatura de 80 °C por uma hora e exposto em um filme
radiografico na cAmara escura. O tempo de exposi¢do depende da relacdo entre a meia-vida o

is6topo e o tempo em que ele ja estd em uso (em média 72 horas).
O gel, de poliacrilamida a 6%, € composto por:
& Uréia — 25,2 gramas
& Agua— 28,5 ml
& TBE 20X — 03 ml
@ Poliacrilamida 40% - 09 ml
@ Persulfato de aménio a 25% - 110 microlitros

& TEMED — 40 microlitros
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Ap6s a revelagdo do filme radiografico, teremos a seguinte apresentagdo:

Figura 2: Representagio de um filme radiografico apés a revelagdo

O produto de PCR migra do polo negativo para o positivo. Sob agdo da fonte de
energia, fragmentos menores migram mais rapido. Pelo fato do gel ser desnaturante as fitas de
DNA mantém-se separadas. Individuos do sexo masculino (hemizigotos) assim como as
homozigotas do sexo feminino apresentam apenas uma banda pelo fato de estarmos analisando
marcadores do cromossomo X. Alelos diferentes sdo designados por indicadores diferentes para

diferencia-los.

3.3. ESTRATEGIA PARA INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
3.3.1. Caracterizagiio das pacientes

Utilizando os critérios clinicos para RS ja descritos e o DMS IV, incluimos nesse

projeto apenas meninas com quadro clinico classico de RS.
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3.3.2. Métodos de calculo do “lod score” pelo programa LINKAGE
Analise dos dados por métodos paramétricos de analise de ligagdo.

Iniciamos o programa LINKAGE inserindo os dados da genealogia (arquivo de
extensdo pre — figura 3). Depois esse arquivo € transformado para linguagem de computador
(arquivo de extensdo ped — figura 4). A seguir sdo colocados os dados da doenga como freqiiéncia
do gene (1:12500), padrio de heranga (dominante ligado ao X), penetrancia (0% em homozigotas
ou hemizigotos normais; 100% em homozigotas ou hemizigotos mutantes e 99,5% em
heterozigotas, tendo em vista o risco empirico de recorréncia de 0,05%, calculado em relagdo aos
casos familiais cadastrados); e a freqiiéncia encontrada de cada um dos alelos para cada marcador
(arquivo de extensdo dat). Por fim correlacionam-se os dados da doenga com as genealogias
(arquivos de extensdo ped e dat) para se obter o resultado final. Esse programa foi utilizado para

analise de dois pontos.

Fa¥e Fclolelrliclhul
x| 1+ } o | o F 1| 2 F |

I 1 §F 2 | o} o | 2} 2} |
P 1 8 3 F 1+ F 21 1+ | 2 | ] |
§1]411’ s ] i 1 i
; .- } 2 F 1 B 1 1| |
b 2 B s | 2} 2 1 2 F 2 | ; i
I 1 b e | o | o} 21 1 | i |
b2 b7z b 3 b 6 b 1 | 2 | | ‘;
| 1§ s | 3 | e | 2 | 1 | 'i 1_
i 1} o} 8 F10f 2 | 2 | i i
'31]103'0}01231; ; i

Figura 3: Representagdo esquematica de um arquivo com extensdo pré. Na coluna A indicamos a
familia, na B o mimero do individuo (para diferencia-los), na C o numero do pai, na D
o ntimero da mée, na E o sexo (1 para masculino e dois para feminino), na F a condi¢do
de afetado (2) ou ndo (1), e nas seguintes a identificagdo dos alelos. O zero indica ndo

avaliado ou indicacdo ndo relevante para a analise.
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Quadro 6. Representacdo esquematica de um arquivo com extensdo ped ap0s interpretagao das

informacgdes colocadas da familia anterior, na linguagem de computador.

1]1]0]0[3[0[0[1][1[2]0[1[0][1][1]Ped:1 | Per:1

1127003002101 11|01 ]|1]| Ped:1 | Per:2

1[(3]1]2]7|4]4|1]0]2]|1|1]0|0|1)| Ped:1 | Per:3

14120 (5[5(1]0|1|0|1]0{1]|1]| Ped:1 | Per:4

1 (5120002 |0|2(1|1[0|0]|1] Ped:1 | Per:5

1l6l0/l0]|7]/0|0[2|0]1]1[0]|1]|1]|1] Ped:1 | Per:6

1713|608 [8|1[0|2]1]0]1|0 1] Ped:1 | Per:7

1[/8[3/6[9(0[0|1][0|1|{0|0|0|0|0 | Ped:1 | Per:8

1/9[8f10/0o|0|0 2|02 |1|[0|0|1|1| Ped:1 | Per:9

1/10/0flo]9][0|0|2|0|1 |1 |1|0|1| 1| Ped:1 |Per:10
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3.3.3. Anailise dos haplotipos

A anilise é feita por meio da comparagdo entre os alelos herdados pelos pais e

comparagdo com os dos irmaos.

Esquema da analise dos haplotipos Cromossomo X e

marcadores utilizados

s
L

P DXS 1192

DXS 1227

l¢—— DXS 1192 DXS 8043

e
4—— DXS 8091

<4—— DXS 8103 DXS 8103

pxs 073 P DXS 1073

Figura 4: Representagdo esquemdtica do esquema de andlise dos hapldtipos ao lado dos
heredogramas, localizacdo do marcadores utilizados. Quadrados dos haplétipos em

branco indcam que ndo foi realizada a analise por falta de amostra de DNA.

Tabela 1: Descri¢do dos marcadores utilizados para analise comparativa em relagéo a localizagdo

no cromossomo X (acima do lado direito).

marcador heterozi- n° de alelos descritos / regido distdncia em ¢cM do
gosidade encontrados nesse trabalho cromossé-mica telomero Xp
DXS 1192 82% 09/06 Xq25 155,76
DXS 1227 73% 06/05 Xq26 164,69
DXS 8043 80% 11/06 Xq27 176,67
DXS 8091 78% 09/07 Xq27 186,36
DXS 8103 79% 08/07 Xq28 192,5
DXS 1073 80% 13/09 Xq28 196,44

Telomero Xq dista 1,62 ¢M do marcador DXS 1073
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4. RESULTADOS



4.1. AVALIACAO CLINICA

Familia 1 Familia Familia 3 Famllla 4 Familia 5
ol o0 ﬁ“\'{
Familia 6 Familia 7 Familia 8 Familia 9 Famllla 11
e ® o <5 &
Familia 12 Familia 13 Familia 14 Familia 15 Familia 16
et i (O ==t DTO
Ll &b e U § 4

Familia 17 Familia 18 Familia 19 Familia 20 Familia 21
Familia 22 Familia 23 Familia 24

51O GO0 bC
bL 6L &0

Figura 5: Heredograma das familias analisadas

gl
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Resumo das pacientes

Familia 1: F.B.S. Nascimento em 24/11/1990 (11 anos de idade). Estagio IIIl. Diminui¢éo
da velocidade do DNPM aos 7 meses, regressio ao redor de sete meses de idade. Avaliagéo

feita em maio de 1999.

Familia 2: A.L. Nascimento em 01/09/1973 (28 anos de idade). Estagio IIIL
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até 1 ano de idade. Avaliacdo

feita em maio de 1999.

Familia 3: L.L.P. Nascimento em 09/12/1990 (11 anos de idade). Estagio IIL
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até nove meses de idade.

Avaliagdo feita em maio de 1999.

Familia 4: M.L.D.A. Nascimento em 11/06/1990 (11 anos e meio de idade). Estagio III.
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até um ano de idade. Avaliagdo
feita em maio de 1999. A mie teve trés abortos espontaneos. O primeiro com dois meses de

gestacio e o segundo com 24 semanas de gestacdo (vide heredograma).

Familia 5: G.B.M. Nascimento em 02/10/1989 (12 anos de idade). Estagio IIL
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até um ano e dois meses de

idade. Avaliagdo feita em maio de 1999.

Familia 6A: T.B.A. Nascimento em 17/12/1992 (9 anos de idade). Estagio III.
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até quatro meses de idade.

Avaliacdo feita em maio de 1999.

Familia 6B: N.B.A. Nascimento em 23/01/1996 (4 anos e 11 meses de idade). Estagio IIIL
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até cinco meses de idade.

Avaliacdo feita em maio de 1999.

Familia 7: M.D.S. Nascimento em 17/02/1995 (5 anos e 10 meses de idade). Estagio III.
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até um ano de idade. Avaliagio

feita em agosto de 1999.
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Familia 8: B.C.R.L. Nascimento em 13/11/1996 (5 anos de idade). Estagio III.
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até oito meses de idade.

Avaliagdo feita em outubro de 1999.

Familia 9: M.C.I. Nascimento em 04/04/1980 (21 anos de idade). Estagio IIL
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal at€é um ano € meio de idade.

Avaliacdo feita em janeiro de 1999.

Familia 11: A.C. Nascimento em 15/05/1984 (17 anos de idade). Estagio IIIL
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até um ano ¢ meio de idade.

Avaliagéo feita em janeiro de 1999.

Familia 12: T.R.B. Nascimento em 28/06/1983 (18 anos de idade). Estagio IIL
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até um ano de idade. Avaliagdo

feita em janeiro de 1999.

Familia 13: F.A.M. Gémeas monozigoticas nascidas em 13/04/1985 (16 anos de idade).
Estagio IV. Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente pormal até um ano e trés

meses de idade. Avaliacio feita em janeiro de 1999.

Familia 13: G.A.M. Gémeas monozigoticas nascidas em 13/04/1985 (16 anos de idade).
Estagio IV. Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até trés meses de

idade. Avaliacdo feita em janeiro de 1999.

Familia 14: W.Y.L.S. Nascimento em 27/12/1989 (12 anos de idade). Estagio IIL
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até oito meses de idade.

Avaliacdo feita em janeiro de 1999.

Familia 15: R.G. Nascimento em 07/02/1987 (14 anos de idade). Estagio III.
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até um ano e meio de idade.

Avaliagdo feita em janeiro de 1999.

Familia 16: D.S. Nascimento em 16/09/1987 (14 anos de idade). Estagio IIL.
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até dois anos de idade. Avaliacao

feita em janeiro de 1999.
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Familia 17: L.F.P. Nascimento em 14/10/1983 (18 anos de idade). Estagio III.
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até um ano e meio de idade.

Avaliacdo feita em janeiro de 1999.

Familia 18: L.A.F. Nascimento em 18/09/1973 (28 anos de idade). Estagio IIL
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até um ano de idade. Avaliacdo

feita em janeiro de 1999.

Familia 19: A.W. Nascimento em 25/09/1985 (16 anos de idade). Estagio 1.
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até nove meses de idade.

Avaliagdo feita em janeiro de 1999.

Familia 20: S.S.B.R. Nascimento em 18/07/1985 (16 anos de idade). Estéagio I11.
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até nmove meses de idade.

Avaliacdo feita em janeiro de 1999.

Familia 21: K.P.M. Nascimento em 12/10/1992 (09 anos de idade). Estagio IIL
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até quatro meses de idade.

Avaliagio feita em janeiro de 1999.

Familia 22: R.A. Nascimento em 31/05/1976 (25 anos de idade). Estagio IIL
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até sete meses de idade.

Avaliagdo feita em janeiro de 1999.

Familia 23: L.M. Nascimento em 11/09/1985 (16 anos de idade). Estagio 1.
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até sete meses de idade.

Avaliagdo feita em janeiro de 1999.

Familia 24: A.P.M. Nascimento em 11/12/1988 (13 anos de idade). Estagio IIIL
Desenvolvimento neuropsicomotor aparentemente normal até oito meses de idade.

Avaliacdo feita em janeiro de 1999.
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Tabela 2: Resultados do DMS-IV

Critérios Diagnésticos para Sindrome de Rett (DMS-IV)

Paciente/critério Al A2 A3 B1 B2 B3
1 S S S S S S
2 S S ? ? N S
£} S S ? S N S
4 S S S ? N S
5 S N S N S 8
6A S N S S S S
6B S N S S S S
q S S S S S S
8 S S S ? S S
9 S S S ? S S
11 S S ? s S S
12 S S S N S S
13a S S S ? S s
13b S S S ? S S
14 S S S ? S S
15 S S S N S S
16 S S ? ? S S
17 S S ? ? S S
18 S S N N S S
19 S S S ? S S
20 S S S ? S S
21 S N ? ? S S
22 S S ? ? S S
23 S S S S S S
24 S S S N S S
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Tabela 3: Resultados dos Critérios Necessérios do Grupo de Trabalho da Sindrome De

Rett.

Critérios Diagnésticos do Grupo de Trabalho da Sindrome De Rett

Critérios Necessarios

1b lc 1d lel 1e2 1e3 1f 1gl 1g2 1g3 1h1 1h2

la

Paciente/

critério

6A
6B

11
12
13a

13b

14
15
16
17
18
19
20
21

22

24

Resultados
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Tabela 4: Resultados dos Critérios de Suporte do Grupo de Trabalho da Sindrome De Rett.

Critérios Diagnésticos do Grupo de Trabalho da Sindrome De Rett

Critérios de Suporte

2¢1 22 2d 2e 2f  2g 2h 2i

2b

2a2 2a3 2a4

2al

Paciente/

critério

6A

6B

11

12

13a

13b

14

15

16

17

18

19

20

21

22

24
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4.2. RESULTADOS LINKAGE
“Lod scores” de dois pontos para os marcadores analisados.

Obtiveram-se “lod scores” negativos significativos para todos os seis
marcadores analisados. No entanto, os resultados s6 foram significativos quando se
somaram todas as familias em conjunto. Nenhuma familia, isoladamente, foi suficiente para

gerar um resultado conclusivo.

DXS 1073: Apenas as familias 4, 6, 14, 18 e 23 contribuiram para o resultado

final. Para esse marcador excluiu-se uma regiio de 6 cM (vide tabela 9).

DXS 8103: Apenas as familias 4, 7. 22 e 23 contribuiram no resultado final.

Para esse marcador excluiu-se uma regido de 1 cM (vide tabela 10).

DXS 8091: Apenas as familias 7 ¢ 11 (de forma positiva) e 6, 12, 22, 23 e 24
(de forma negativa) contribuiram no resultado final. Para esse marcador excluiu-se uma

regido de 2 cM (vide tabela 11).

DXS 8043: As familias 1 e 7 (de forma positiva) e 2, 4, 11, 13, 14, 22,23 e24
(de forma negativa) contribuiram no resultado final. Para esse marcador excluiu-se uma

regido de 11 cM (vide tabela 12).

DXS 1227: As familias 7, 13, 18, 21 e 23 (de forma positiva) e 2, 6, 11, 14 e24
(de forma negativa) contribuiram no resultado final. Para esse marcador excluiu-se uma

regido de 2 cM (vide tabela 13).

DXS 1192: Apenas as familias 1, 6, 13, 21 e 23 (de forma positiva) e 2, 4, 12,
14, 15, 18 e 24 (de forma negativa) contribuiram no resultado final. Para esse marcador

excluiu-se uma regido de 5 cM (vide tabela 14).
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Tabela 5: Resultados referentes ao marcador DXS 1073. Cada familia individual esta

representada pela letra F.
DXS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
1073
TOTAL -245 -14 - 0.84 - 0.51 -0.30 -0.17 -09 -03 0.0
F1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F2 0.24 0.20 0.16 0.12 0.09 0.06 0.03 0.02 0.00
F3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F4 -0.57 -0.38 -0.25 -0.17 -0.11 -0.07 -0.04 -0.02 -0.00
F5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Fé -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F7 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F9 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F13 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F14 -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F15 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F16 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F18 -0.46 -0.32 -0.22 -0.15 -0.1 -0.06 -0.03 -0.01 -0.00
F19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F22 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F23 -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Tabela 6: Resultados referentes ao marcador DXS 8103.

DXS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45

8103
TOTAL -1.05 - 0.61 -038 -024 -0.14 -0.08 -004 -002 0.00
F1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F4 -0.57 -0.38 -0.25 -0.17 -0.11 -0.07 -0.04 -0.02  -0.00
F5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F7 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F9 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Fi2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F13 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F16 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F22 -0.01 -0.01 -0.01 -0.00 -0.00 -0.00 -0.00 -0.00 -0.00
F23 -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02  -0.00
F24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Tabela 7: Resultados referentes ao marcador DXS 8091.

DXS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
8091
TOTAL -1.28 - 0.65 -0,33 -0.16 0.03 0.08 0.01 0.03 0.00
F1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Fé -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F7 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F9 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F11 0.52 0.45 0.38 0.30 0.23 0.16 0.1 0.05 0.01
F12 -0.47 -0.32 -0.22 -0.15 -0.1 -0.06 -0.03 -0.01 -0.00
F13 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F16 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F22 -0.01 -0.01 -0.01 -0.00 -0.00 -0.00 -0.00 -0.00 -0.00
F23 -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F24 -0.13 -0.1 -0.07 -0.05 -0.04 -0.02 -0.01 -0.01 -0.00
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Tabela 8: Resultados referentes ao marcador DXS 8043.

DXS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
8043
TOTAL -3.65 -2.21 -14 - 0.91 - 0.56 - 033 -0.17 - 0.08 - 0.02
F1 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F2 -0.57 -0.38 -0.25 -0.17 -0.11 -0.07 -0.04 -0.02 -0.00
F3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F4 -0.57 -0.38 -0.25 -0.17 -0.11 -0.07 -0.04 -0.02 -0.00
F5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Fé6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F7 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F9 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F11 -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F13 -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F14 -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F16 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F21 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F22 -0.01 -0.01 -0.01 -0.00 -0.00 -0.00 -0.00 -0.00 -0.00
F23 -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F24 -0.13 -0.1 -0.07 -0.05 -0.04 -0.02 -0.01 -0.01 -0.00
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Tabela 9: Resultados referentes ao marcador DXS 1227.

DXS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
1227
TOTAL -1.06 -0.27 0.06 0.20 0.23 0.20 0.14 0.07 0.01
F1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F2 -0.57 -0.38 -0.25 -0.17 -0.11 -0.07 -0.04 -0.02 -0.00
F3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
FS 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Fé -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F7 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F9 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F11 -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F13 0.52 045 0.38 0.30 0.23 0.16 0.1 0.05 0.01
F14 -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F15 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Fle 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F18 0.52 0.45 0.38 0.30 0.23 0.16 0.1 0.05 0.01
F19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F21 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F22 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F23 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F24 -0.13 -0.1 -0.07 -0.05 -0.04 -0.02 -0.01 -0.01 -0.00
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Tabela 10: Resultados referentes ao marcador DXS 1192.

DXS 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45
1192
TOTAL -2.10 - 1.06 -0.53 -0.24 - 0.09 -0.02 0.02 0.01 0.00
F1 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F2 -0.57 -0.38 -0.25 -0.17 -0.11 -0.07 -0.04 -0.02 -0.00
F3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F4 -0.57 -0.38 -0.25 -0.17 -0.11 -0.07 -0.04 -0.02 -0.00
F5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Feé 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F9 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F12 -0.47 -0.32 -0.22 -0.15 -0.1 -0.06 -0.03 -0.01 -0.00
F13 0.52 0.45 0.38 0.30 0.23 0.16 0.1 0.05 0.01
F14 -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F15 -0.72 -0.44 -0.29 -0.19 -0.12 -0.08 -0.04 -0.02 -0.00
F16 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Fi8 -0.46 -0.32 -0.22 -0.15 -0.1 -0.06 -0.03 -0.01 -0.00
F19 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F21 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F22 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
F23 0.26 0.21 0.17 0.13 0.1 0.06 0.04 0.02 0.00
F24 -0.13 -0.1 -0.07 -0.05 -0.04 -0.02 -0.01 -0.01 -0.00
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Nio houve exclusio de toda a regiio cromossdémica analisada, pelo fato das
regides de exclusdo dos marcadores ndo estarem sobrepostas, mas a regido onde se encontra
o gene MECP? foi excluida (vide figura 6).
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Figura 6: Representa¢do esquematica dos resultados obtidos. Entre a descri¢do dos
marcadores indica-se a distdncia entre eles (em preto). Na cor do marcador, as
setas a direita indicam o tamanho da regifio de exclusdo obtida. Em destaque,

entre os marcadores DXS 1073 e DXS 8103, a localizagdo do gene MECP2.
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4.3. SEGREGACAO DOS HAPLOTIPOS NAS FAMILIAS

A analise de haplétipos s6 pdde ser realizada em 15 familias pois, em sete
familias, a irmandade era constituida por apenas uma crianga com RS. A familia 10
também ndo foi incluida pelo fato de estar disponivel apenas a amostra da paciente.
Identificaram-se dois casos familiais com RS: duas irmds (familia 6) e gémeas
monozigdticas concordantes para RS (familia 13). No outro caso de gemelaridade, as
gémeas sdo dizigoticas e discordantes para RS (familia 4). A seguir, a analise de segregagao

dos haplétipos para as familias disponiveis. Essa analise pode ser observada na figura 7.

Familia 1: pelo fato da mae ser homozigota para os marcadores 1,2,3 e 5, so6 se pode dizer

que os irméos herdaram alelos distintos no marcador 4.

Familia 2: a mde é homozigota para os marcadores 2 € 3. As filhas herdaram alelos
distintos no marcador 1 e iguais para os marcadores 4, 5 e 6, indicando ter recebido a

mesma regido cromossomica para os quatro marcadores mais centromeéricos.

Familia 4: a mie é homozigota para os marcadores 3 € 5 e, mesmo as filhas sendo gémeas
dizigéticas discordantes, as meninas receberam a mesma porgio cromossdmica da mae.
Gostaria de enfatizar que ndo se pode descartar a possibilidade de uma mutagdo * de novo

na irma com RS.

Familia 6: a mae é homozigota para os marcadores 2 e 4 e as irmas aparentemente
receberam regides cromossomicas distintas da mée até o marcador 6. Tendo em vista que as
duas irmas tém RS concluiu-se que, nesse caso, ha uma forte evidéncia de que o gene

responsavel ndo esté localizado nessa regido (Xq26-gter).

Familia 7: a mie ¢ homozigota para os marcadores 6 € os Irmios receberam alelos

distintos.

Familia 11: a mie é homozigota para os marcadores 1, 2, 3 e 6. As irmas tém a mesma

regido cromossdmica nos alelos 4 e 5.

Familia 12: a mie é homozigota para os marcadores 1. 2, 4 e 5. No marcador 3 uma irma

recebeu o mesmo alelo e, no marcador 6, a outra irma recebeu 0 mesmo alelo.
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Familia 13: a mie é homozigota para os marcadores 1, 2 ¢ 3 e as gémeas tém alelos

distintos da irmd em 4, 5 e 6.

Familia 14: a mie ¢ homozigota para os marcadores 2 e 3. Um dos irm&os aparentemente

recebeu a mesma regifio cromossdmica e o outro difere nos marcadores 5 e 6.

Familia 15: a mie é homozigota para os marcadores 2, 3. 4 ¢ 5. Os irmdo herdaram

marcador 1 diferente e o 6 € igual.

Familia 18: a mie ¢ homozigota para os marcadores 2, 3 e 4. Os marcadores 1 e 6 sdo

iguais ao da irmé e o 5 € diferente.

Familia 21: a mie ¢ homozigota para os marcadores 1, 2, 3 e 4. Os marcadores 5 e 6 sdo

diferentes nos irmaos.

Familia 22: a mée é homozigota para os marcadores 1 e 5. Apenas o marcador 6 difere nos

irmaos.

Familia 23: Unico caso em que a mie é heterozigota em todos os marcadores utilizados.
Apenas os marcadores 5 e 6 diferem nos irméos indicando terem recebido a mesma regido
cromossomica que compreende os marcadores 1 a 4. Néo se pode descartar a possibilidade

de mutagao “ de novo .

Familia 24: a mie é homozigota para os marcadores 1,2 e 5. Os marcadores 3. 4 ¢ 6 sdo 0s

mesmos nas duas iIrmas.

Resultados

62



Legendas

DXS DXS DXS DXS DXS DXS |
1192 1227 8103 1073 |
| alelo 2 I
1 “alelo 3 = .
. alelo4 11
alelo 5 ' 1
: alelo 6 - i
| alelo 7 E

alelo 8 {

alelo 9 E

W -
| Familia 3

|

1| Familia 8
!

" Familia 9
Familia 7

Resultados

63



| |
] |

. Familia 17

Familia 19

forof
8 I

Familia 21

3

Familia 24

Familia 22 Familia 2

Figura 7: Representa¢do esquematica da andlise de segregagdo dos haplotipos.
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Nesse projeto teve-se a oportunidade de avaliar 26 meninas portadoras da forma
tipica de RS utilizando dois critérios clinicos distintos: um mais abrangente, DMS IV
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994), utilizado em individuos com transtornos
invasivos do desenvolvimento e outro mais especifico para RS (HAGBERG et al., 1985:
TREVATHAN & MOSER, 1988). Tendo em vista o fato da RS ter uma evolugio clinica bem
particular, a utilizagdo dos critérios clinicos especificos permitiu distinguir, clinicamente, as

pacientes com quadro clinico classico.

Para obtencdo de resultados fidedignos, somente pacientes com quadro clinico
classico foram analisadas. Para isso ha necessidade de ter a presenga de, no minimo: cinco
critérios necessarios, trés de suporte e nenhum critério de exclusdo deve estar presente (vide

paginas 41 a 43).

Desde a descoberta do gene MECP2, poucos foram os estudos de ligacdo
realizados, tendo em vista que a grande maioria dos pesquisadores acreditou que esse seria
o gene responsavel pela RS, muito embora ainda ndo tenham sido descobertas muta¢des em
100% dos casos. Tal fato poderia ser explicado, pois as mutagdes poderiam estar
localizadas nas regides ndo codificadoras do gene, as quais dificultariam a sua

identificagdo.

No entanto, ndo se pode descartar a hipétese da RS apresentar heterogeneidade
de locus ou mesmo ter uma heranga mais complexa: poligénica ou multifatorial. O gene
MECP2 poderia ser apenas um gene modificador pelo fato de agir tanto na repressio da

transcricdo como também na ativagdo e inativagdo de outros genes.

VILLARD et al. (2001), tentando desvendar a auséncia de mutagdes no gene
MECP?2, em grande parte dos casos familiais, relataram um estudo feito em cinco casos
familiais de RS. Em apenas uma familia encontrou mutag¢des no gene MECP2. Nos outros
quatro, observaram que todas as mdes e em seis de oito filhas portadoras de RS havia
inativa¢do preferencial do cromossomo X e que o cromossomo ativo era de origem paterna.
O estudo de ligacdo, utilizando 32 marcadores polimérficos, sugeriu um possivel locus
responsavel por essa inativagdo preferencial localizado no brago curto do cromossomo X

entre os marcadores DXS 1068 e DXS 1024. O “lod score” final foi de + 1,5. Os proprios
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autores disseram que ndo ¢ um valor significativo, mas propuseram que casos familiais de
RS podem ser transmitidos por duas diferentes formas: ou pela inativagio preferencial do
cromossomo X na mde, ou pela a¢do de outro /ocus ligado ao cromossomo X que escaparia

a inativagdo. Os autores concluiram o estudo sugerindo duas hipéteses:

a) Podem ter ocorrido falhas na analise do MECP2, tendo em vista que, até
entdo, apenas a linhagem hematopoiética foi analisada, encobrindo um

fendmeno desconhecido que possa afetar esse gene, e/ou
b) Poder haver heterogeneidade genética em sindrome de Rett.

No estudo de ligag@o obteve-se resultados negativos significativos para todos os
marcadores utilizados, quando se somaram os resultados obtidos de todas as familias.
Analisando as familias de forma isolada, ndo se teve nenhum resultado significativo.
A andlise dessa metodologia sugere a auséncia de ligagdo na regido Xgqter (compreendendo

a localizag¢do do gene MECP2).

Na segregac¢do dos haplétipos da familia 6, nitidamente observa-se que as duas
irmés herdaram cromossomos X distintos da méie, muito embora as duas sejam portadoras
de RS. Mesmo sem a realizagdo da pesquisa de mutagdes no gene MECP2 dessa familia,
esse resultado corrobora os achados da literatura que descrevem poucos casos familiais com

mutagdes no gene MECP2. As demais familias ndo forneceram resultados conclusivos.

Mutagdes de ponto, nos casos isolados, ndo podem ser descartadas, embora haja

fortes evidéncias de heterogeneidade genética.

Outros estudos nessa amostra, como a andlise das mutagdes do gene MECP2 e
a pesquisa da sua expressdo, associados a estudos de inativacdo do cromossomo X,
auxiliariam na elucidag¢do do papel do gene MECPZ2 na etiologia da RS, complementando

esse trabalho.
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6. CONCLUSAO
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Por meio de estudo de ligagdo, com a utilizagdo de marcadores microssatélites e
a analise da segregacdo dos haplétipos, excluiram-se grandes regides do cromossomo X
como candidatas a serem portadoras do gene responsavel pela RS, em pacientes com
quadro clinico tipico. Além disso, em pelo menos uma familia, a analise dos haplétipos

excluiu uma regido mais ampla (Xg26-qter).

Esses resultados. em conjunto com a revisdo da literatura, permitem concluir

que haja heterogeneidade genética na RS.
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7. SUMMARY



Rett syndrome (RS) is a pervasive development disorder first described by
Andreas Rett in 1966. It is characterized by normal development during the first 6 to 18
months of age followed by developmental regression. Thereafter development successively
stagnates, plateaus and regresses. The estimated prevalence is 1 in 10 000 to 22 000

females.

Before october 1999, the diagnosis was based only on clinical criteria, since
there were no bioquimic, citogenetic or molecular marker for RS. Different models of
inheritance had been proposed for RS including uniparental disomy, skewed X inactivation,
mutations in the mitochondrial DNA, and triplet repeat expansions. Recently, mutations in
the MECP2 gene on chromosome Xq28 have been found in 33 to 80% of patients with

classical RS and in patients with other phenotypes.

The aim of the present study was to performed linkage analysis in 86 samples
from 23 families including 25 girls with classical RS using six microsatellites markers on X
chromosome. Linkage studies were performed by genotyping marker using PCR and two
point lod score calculation using the program MLINK of the LINKAGE package. Lod
score added for all 23 families.

We have excluded a region of 12 ¢cM around marker DXS 1073 (where the
MECP?2 gene is located), 2 cM around marker DXS 8103, 4 ¢cM around marker DXS 8091,
22 c¢M around marker DXS 8043, 4 cM around marker DXS 1227 and 10 ¢cM around
marker DXS 1192.

No isolated families gave significant lod score. However haplotype analysis of
family 6 composed by two sisters with classical RS cleary show inherited of different

haplotypes for five marker genotiped (Xq26 and Xgter).

In conclusion our results strengths the evidence for genetic heterogeneity in RS,

thus adding information which is likely to help the search for an alternative locus for RS.
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ANEXO 1

FORMULARIO PARA AVALIACAO CLINICA DE INDIVIDUOS COM
HIPOTESE DIAGNOSTICA DE SINDROME DE RETT

Codigo: Data: / /

Nome:

Data de nascimento: / / Naturalidade:

Data da coleta das amostras: _ / /___Datado FAX (seforocaso): / /

Instituicao:

Registro na instituicio:

Filiacio: nome do pai:

origem dos ascendentes (étnica e geografica) :

nome da maie:

origem dos ascendentes (étnica e geograifica) :

7. Anamnese:
e HPMA:ILG.: Peso de nascimento: (g) Estatura: (cm)
Perimetro cefalico (ao nascimento): (cm) outros:
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Desenvolvimento Neuropsicomotor (DNPM)

idade

2

3

4

6

7

8191|1011 |12 |13 |14 | 15| >

SOITISO

firmou cabe¢a

sentou (apoio)

sentou sozinho

palavras

andou sozinho

frases

e Heredograma:

e Exame Fisico Geral: idade:

perimetro cefalico:

(cm), dedos médios

; peso: (Kg); estatura: (cm);

(cm); comprimento de: maos

(cm), pés: (cm); outros:

UNICAMP

S BIBLIOTECA CENTRA!
SECAO CIRCULANTF



Achados Neurolégicos: Sim Nao Idade de Aparecimento

Crises epilépticas: a a

Alteracoes Cognitivas: 0 a

Incoordenagio:

Membros superiores

Membros inferiores

Marcha

Qaaag
QQ Qg

Movimentos involuntarios

Reflexos tendinosos:

MMSS: normais 0 aumentados [ diminuidos ausentes [J
MMII: normais (0 aumentados diminuidos O ausentes (J

For¢a muscular:

Tonus:

e Exames Subsididrios:

Sim Nio  Idade de aparecimento

Avaliaciao oftalmolégica: O O

Diminuicéio da acuidade audititva: a 0

CT:

MRI:
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ENMG:

EEG :

Biépsia muscular:

Autopsia:

Outros:

CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA SINDROME DE RETT (DMS-1V)

A.Todos os seguintes:

(1) DNPM aparentemente normal nos periodos pré e perinatal; SO N 20

(2) Desenvolvimento aparentemente normal nos primeiros cinco meses de vida;
SO NO 23

(3) Perimetro cefalico normal ao nascimento; SO NO 20
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B.Todos os seguintes, com inicio apés desenvolvimento normal:

(1) Desaceleragdo da velocidade de crescimento do perimetro cefalico entre cinco e 48
meses; SO NO 2?0
(2) Perda do uso propositado das habilidades manuais entre cinco e 30 meses. com
subsequente desenvolvimento de movimentos estereotipados das maos:
SO NO 20
(3) Perda precoce do relacionamento social no curso do distirbio,
(apesar da intera¢do social poder se desenvolver maistarde); SO NO 20
(4) Aparecimento de coordenagdo pobre de movimentos de tronco e marcha;
SO NO 240
(5) Comprometimento grave no desenvolvimento da linguagem expressiva e receptiva com

grave retardamento psicomotor . SO NO 20

Fonte: AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION - Manual de diagnéstico e
estatistica de distirbios mentais , 4" edi¢cdo, Washington 1994.
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e2) Balbucio e palavras faladas; SO NO ?0

(Se sim idade de inicio e/ou término )

€3) Habilidades de comunicagdo; SO NO 240

(Se sim idade de inicio e/ou término )

f) Deficiéncia mental 6bvia; SO NO

(Se sim idade de inicio e/ou término )

g) Movimentos estereotipados de maos intensos € sucessivos;

gl) Torcer e apertar; SO NO
g2) “Lavar as maos”, e fric¢o; SO NO
g3) Levar as mios a boca e protrusio lingual, SO NO3O
h) Anormalidades na marcha em pacientes que deambulam; SO NO
hl) Apraxia / dispraxia na marcha SO NO
h2) Ataxia de tronco / dispraxia corporal; SO NO
h3) outros:

Critérios de suporte:

a) Disfun¢do do ritmo respiratorio:

al) Apnéia periddica durante a vigilia; SO NO
a2) Hiperventilagdo intermitente; SO NO
a3) Crises de perda de folego: SO NO
a4) Expulsdo de ar ou saliva; SO NO
b) Aerofagia: SO NO

¢) Anormalidades eletroencefalograficas:

c1) Ritmo de base anormal com ondas lentas constantes ou intermitentes (3-5Hz);

SO NO

c2) Descargas epileptiformes com ou sem convulsdes; SO NO
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d) Epilepsia com varias formas de crises; SO NO

e) Sinais de espasticidade, fraqueza muscular tardia, e/ou distonia; SO NO
f) Disturbios vasomotores periféricos; SO NO
g) Escoliose de origem neurolégica; SO NO
h) Hipotrofia discreta e pés frios; SO NO
1) Atraso no crescimento. SO NO

2) Critérios de exclusio:

a) Organomegalias ou sinais sugestivos de doeng¢a de depdsito;

b) Retinopatia ou atrofia optica;

¢) Microcefalia ao nascimento;

d) Existéncia de doenga metabdlica ou heredodegenerativa identificada;

e) Doenga neurologica adquirida resultante de quadro infeccioso grave ou traumatismo

cranio encefalico;
f) Evidéncia de atraso de crescimento intrauterino;

g) Evidéncia de dano cerebral perinatal adquirido;

Atualizado do original Viena (Hagberg ef al.., 1985) e dos Critérios Diagnésticos do Grupo
de trabalho da Sindrome Rett (Trevathan & Moser, 1988)

drome de Rett
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ANEXO 1T

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA. Pagina 1 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos na Sindrome de Rett

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado (a) a participar de um projeto de pesquisa
envolvendo pacientes e familias de individuos com suspeita clinica de sindrome de Rett. O
objetivo geral do estudo € o de isolar o (s) gene (s) responsavel (is) por esta doenga por
meio de métodos de genética molecular. Esses estudos poderdo levantar dados que
possibilitardo um conhecimento mais aprofundado da sindrome de Rett de modo geral.
Tanto as amostras de DNA, de linhas celulares e a informagdo médica que forem obtidas
para esse estudo, poderdo ser compartilhadas com outros pesquisadores, podendo assim ser
utilizadas eventualmente para outros fins de pesquisa dessa sindrome. O sigilo sera mantido
em todos os estudos colaborativos por meio da utilizagdo de um de codigo para a
identificac@o dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores
participantes fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. O
proposito serd submetido a um exame fisico neurologico para confirmar a hipotese
diagnostica. Além disso, podera ser submetido a exames subsidiarios laboratoriais, e/ou de
imagem (como tomografia computadorizada ou a uma ressonincia magnética de cranio.
Uma amostra de sangue serd colhida (20 a 30 ml, o equivalente a duas colheres de sopa).
Hospitaliza¢do ndo serd necessaria. Os procedimentos mencionados acima, serdo realizados
dentro do primeiro ano apds o consentimento em participar no estudo e, com excecio da
coleta da amostra de sangue, fazem parte dos cuidados médicos de rotina para um paciente
com sindrome de Rett . Porém, a pesquisa laboratorial utilizando as amostras de sangue
podera ser feita durante um periodo maximo de 30 anos apds a coleta. As células que por
ventura forem isoladas do sangue do propésito serdo preservadas para utilizagdo durante
todo o estudo e depois que ele se completar serdo destruidas.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 20 a 30 ml de sangue sera efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor € manchas roxas (equimoses) no local da
coleta do sangue. O desconforto serdé minimo pois se trata de uma coleta de sangue
geralmente da veia do brago que sera realizado por profissional treinado e devidamente
habilitado para realizar esse procedimento.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 2 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos na Sindrome de Rett

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes
VANTAGENS:

Entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a participacio nesse

estudo e que o diagnostico e o tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Os
resultados dos testes moleculares que por ventura forem obtidos, estardo disponiveis por
meio do acompanhamento no ambulatério de origem.

SIGILO:

Entendo que toda informa¢do médica, assim como os resultados dos testes
genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa, fardo parte do prontudrio médico do
propdsito e serdo submetidos aos regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo da
informagao médica.

Se os resultados ou informag¢des fornecidas forem utilizados para fins de
publicagdo cientifica, nenhum nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAQ ADICIONAL:

Entendo que posso requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a

qualquer momento. A Dra. Iscia Lopes Cendes, tel (019) 788-8907 estara disponivel para

responder minhas questdes e preocupagdes. Em caso de recurso, davidas ou reclamacdes
contactar a secretaria da comissdo de €tica da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP,
tel. (019) 788-7232.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Entendo que a participacdo € voluntaria e que eu posso me recusar a participar
ou retirar meu consentimento e interromper a minha participagio no estudo a qualquer
momento (incluindo a retirada da amostra de sangue) sem comprometer os cuidados
meédicos que recebo atualmente ou receberei no futuro Eu reconhego também que a Dra.

Iscia Lopes Cendes pode interromper a minha participagdo nesse estudo a qualquer

momento que julgar apropriado.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pégina 3 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos na Sindrome de Rett

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes
Eu confirmo que o (a) Dr. (a)

me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos que serdo realizados, os riscos,

desconforto e possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi
explicado, assim como compreendi esse formulario de consentimento e estou de pleno

acordo em participar desse estudo.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data
RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens que
poderdo advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a

fornecer uma copia desse formulario de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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FACULDADE DE CIEENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

B< Caixa Postal &M

13083-970 Campinas-S.P.

® O xx12 7888935

fax O XX 12 7888925

B cep@read fem unicarrp br

PARECER: N° O91/99

P. DE PESQUISA: MAPEAMENTO DO(S) LOCUS() PARA SINDROME DE RETT
ATRAVES DE ESTUDO DE LIGAGAO

PESQUISADOR: Daniela Facchin

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apds acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o preserte
caso e gtendendo todos os dispositivos das Resolugdes 126/96 e 251/97. bem como ter
aprovaedo os termos do Consentimento Livre g Esclarecido, assim como todos os anexes
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restisdes o Protocolo de Pesquisa supracitade.

Em15/0212229

Prof. Dr. FORTUNATO.»
PRESIDENTE do G

. HO BADAN PALHARES
DE ETICA EM PESQUISA
NICAMP
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ANEXO 11

SOLUCOES UTILIZADAS

RSB 10X
Tris HCI 1,0 molar 50ml
KCl 2,0 molar 25 ml
MgCly 1.0 molar 50 ml

Completar até 500 ml com agua bidestilada

< Tris HCI 1,0 molar
Se o peso molecular for 121,1, colocar 60,55¢g de Trisma
HClI suficiente para obter pH entre 7.5 e 8.0
qsp (agua) até completar 500 ml
observacdes: 01. Fazer na capela

02. autoclavar

& KClI 2,0 molar
cloreto de potassio  14,94g
Completar até 100 ml com dgua bidestilada

observac¢ao: autoclavar

@ MgCl; 1,0 molar
MgCl, 203,31¢
Completar até 1000 ml com agua
observagodes: 01. Usar agitador e banho até 37°C

02. autoclavar
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SDS PARA SANGUE

RSB 10X 50 ml
NaCl 5 molar 40 ml
SDS 20% 12,5 ml

EDTA 0.5 molar 2.0 ml
Completar até 500 ml com dgua bidestilada

“ RSB 10x vide acima
# NaCl 5 molar
Se peso molecular = 58,44, colocar 292,20g de NaCl
Completar até 1000ml de dgua
observacges: 01. Colocar o p6 aos poucos usando o agitador e, se necessario, o banho até
37°C
02. autoclavar
& SDS 20%
SDS - 20g
Completar até 100ml de agua

observa¢io: nio autoclavar

& EDTA 0,5 molar
EDTA 186,12 ¢
Completar até 1000ml de dgua

observacao: autoclavar

PROTEINASE K (100 mg/ ml)
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FENOL

Saturacio do fenol

Tirar o fenol da geladeira, deixd-lo sob agua corrente até atingir temperatura
ambiente, colocé-lo em banho a 68°C até se ligiiefazer. Adicionar um volume igual de
tris/HCl 0,5 molar pH 8,0 e misturar, na capela, com agitador magnético por 15 minutos em
temperatura ambiente. Apos os 15 minutos deixar a solugdo em repouso até que se

distinguam duas fases. Desprezar o sobrenadante, e adicionar volume igual de tris/HCI 0.1

molar. Misturar por 30 minutos e deixar a solucio em repouso novamente até que se

distinguam as duas fases. Desprezar o sobrenadante e medir o pH. Caso o pH nio esteja
proximo a 7,8, repetir a parte sublinhada até que se obtenha pH proximo a 7,8.

Quando esse pH for obtido, armazenar a solugdo em um frasco protegido da luz,
adicionar quantidade de 10% do volume restante obtido de tris/HCI 0,1 molar e por fim

adicionar 0,1 g de hidroxiquinoleina. Deixar em repouso e utilizar no dia seguinte.
SOLUCAO DE ALCOOL ISOAMILICO E CLOROFORMIO
24 ml de cloroférmio para cada ml de alcool isoamilico.
POLICRILAMIDA a 40%
acrilamida 19,33g

bisacrilamida 0.67g
Completar até 50 ml com agua desionizada

observagoes: 01. Colocar o p6 aos poucos usando o agitador e, se necessario, o banho até
37°C
02. proteger da luz (substancia fotossensivel).

03. ndo autoclavar.
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STOCK SOLUTION

Formamida 9,5ml

EDTA 0,2M 0,49ml
Azul de bromofenol 0,005¢
Xilenocianol 0.005g

Completar até 10 ml com dgua MILLIQ
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