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NUMERO NOVECIENTOS DOCE sssusmssssarmznssussmmsnn
CONSTITUCION DE FONDO ESPECIAL FUNDA-
CIONAL SINDROME DE RETT — FONDO BIORETT-
EN BARCELONA, mi residencia, a catorce de Mayo de
dos mil nueve. ===memmcmm
Ante mi, JOSE MARQUENO DE LLANO, Notario del
Ilustre Colegio de Catalufia,------==mmmmmmm oo
COMPARECEN & =ccommmm e
DON JOSEP-MARIA HARO ABAD, mayor de edad, ca-
sado y vecino de 08037 Barcelona, con domicilio en Pas-
geigde Sant Joan, namers: I97, 32, 19, cccmnsosmmmrmuis s
Titular del D.N.I./N.I.F. nimero 36564997-B, -=----c-e---
DON MANUEL DEL CASTILLO REY, mayor de edad,
casado, vecino de 08005 Barcelona, con domicilio en ca-
Ile Marina, 58; 5° 3%, y con D.N.I. '38.055,843-C.-«-wmumwu~-
DONA MERCEDES PINEDA MARFA, mayor de edad,
casada, vecina de Barcelona (Carmen Karr, 14), y con
D.N.I. /N.I.E. ntimero 3875297 TR --c-cscsmanscnpmnsiassvana
DONA ELISABET PEDROSA DOMENECH mayor de

edad, divorciada, vecina de Barcelona (Escudellers, 46),
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Cuevas Castafio en fecha 29 de julio de 2004 y nimero de
Protocolo 2,950, ~-mmmmmmm e
Declara que la representacion alegada y legitimacién para
este acto resultan del poder otorgado a su favor, mediante
escritura autorizada por el Notario de Barcelona Don
Juan-José Lopez Burniol, el dia 3 de febrero de 2005, ba-
jo el nimero 443 de protocolo, que no aporta. ----==nm---
Yo, el Notario, les hago las oportunas advertencias, pese
a lo cual insisten en este otorgamiento manifestando que
conocen la vigencia del cargo que alega el Sr. Haro,------
El apoderado manifiesta la plena e integra vigencia de
este poder, por no haberle sido revocado, limitado, ni
suspendido, y por no haber variado tampoco la capacidad
juridica de su representadd. ~~-——c-sscussapamnsssspeansanons
2.- Don Manuel del Castillo Rey en nombre y representa-
cién, como apoderado, segun dice, concreta y exclusiva-
mente para la administracion y gobierno del Hospital
Sant Joan de Deu, del Passeig Sant Joan de Déu n° 2 y
del Edifici Docent Sant Joan de Deu, de la calle Santa

Rosa n°® 39-57 ambos en Esplugues de Llobregat, de la
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este poder, por no haberle sido revocado, limitado, ni
suspendido, y por no haber variado tampoco la capacidad
juridica de su representada, --=-=-sesssccrsamemnccnmccammanan
3.- DONA MERCEDES PINEDA MARFA, en su cali-
dad, segiin manifiesta, de jefe del grupo de Investigacion
sobre Sindrome de Rett en la Fundacidn privada para la
investigacién y la docencia San Juan de Dios, sin que lo
acredite documentalmente, «=--=-cmmmmmmomoooooooaaooo.
Yo, el Notario, hago a todos las oportunas advertencias,
pese a lo cual insisten en este otorgamiento manifestando
en forma expresa tener conocimiento del cargo que alega
g BT s
4.- DONA ELISABET PEDROSA DOMENECH, DON
JUAN LUIS SALOM MORENO, DON IGNACIO TO-
MAS HERRERO y DON SEBASTIAN SANCHEZ
CASTILLO en sus particulares nombre e interés, y, se-
gun manifiestan, por cuenta propia. ===--smmecoccccooccmnnn.
Les IDENTIFICO por sus respectivos Documentos Na-
cionales de Identidad. Les juzgo con CAPACIDAD para

otorgar esta BSoriturm. - —=sscoomcmomseconsonsnssumisissasse
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ITI.- Que Doifla Elisabet Pedrosa, Don Juan Luis Salom,
Don Ignacio Tomds y Don Sebastian Sdnchez estdn inte-
resados en establecer una colaboracién con la FUNDA-
CION PRIVADA PARA LA INVESTIGACION Y LA
DOCENCIA SAN JUAN DE DIOS en relacién con dicho
proyecto de investigacidon, constituyendo de comun
acuerdo un Fondo especial, de conformidad a lo previsto
en los arts. 40 y siguientes de la Ley catalana 5/2001, de
2 de Mayo, de funtdacionies, «--s-ssssmmatisnme am sanmmnnmnmmis
IV. — Expuesto cuanto antecede, los sefiores compare-
cientes, en el cardcter con que actian. ~~-=--=c-ocmcmmmmenn--
OTORGAN: mom e e
PRIMERO. - La FUNDACION PRIVADA PARA LA
INVESTIGACION Y LA DOCENCIA SAN JUAN DE
DIOS constituye un Fondo especial, destinado a la crea-
cién de un centro de innovacion e investigacidon que des-
arrolle actividades dirigidas a mejorar el cuidado de los

nifios con Sindrome de Rett, que se regulara por lo dis-
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SANT JUAN DE DIOS, cémo por parte de otras terceras
personas fisicas o entidades juridicas, siempre y cuando
se destinen a los fines del Fondo, y previa aceptacion de
la FUNDACION PRIVADA PARA LA INVESTIGACION
Y LA DOCENCIA SAN JUAN DE DIOS. =--c-crmmcmmmcnnn-
¢) Con aquellos otros donativos y subvenciones que se
efectlien por personas fisicas y juridicas publicas y priva-
das para su destino a los fines del Fondo, ===emmmmmececemee
QUINTO.- El presente Fondo tiene vocacién de duracién
indefinida, excepto que sea decidida su disolucién por las
causas contenidas en la Clausula Novena. -==nnmcemcecemcnn-
SEXTO.- Para la aplicacién de los recursos del Fondo la
Fundacién consultard a un consejo Asesor que se regira
por las siguientes normas: -==-=---mmmec oo cc oo
- El Consejo se integrard inicialmente por el Sr. Josep
Maria Haro Abad, o en quien él delegue, por el Sr. Ma-
nuel del Castillo Rey, o en quien él delegue, por el Sra.
Mercedes Pineda Marfa, o en quien ella delegue y por
Elisabet Pedrosa Doménech, o en quien ella delegue y

Sebastian Sdnchez Castillo, o en quien él delegue. Se uni-
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las labores de administracién y gestion del Proyecto, pro-
porcionard los instrumentos para la contratacién de per-
sonal cuando sea necesario y facilitard el acceso a unas
instalaciones que permitan el arranque del proyecto.
Igualmente se compromete a hacer constar que el proyec-
to cuenta con el apoyo del Fondo y de LA FUNDACION,
y conjuntamente con el Consejo Asesor decidirdn median-
te qué acciones se hara la difusién del mismo. El fondo se
regird con la normativa habitual de la fundacién, inclui-
dos los gastos generales imputados a los proyectos. ------
OCTAVO.- La FUNDACION, por medio de su represen-
tante; 5o 0bBlIgn Atvmrmironm o s S S
a).- Informar anualmente del seguimiento econémico del
proyecto, y cuando asf sea solicitado por el Consejo Ase-
s as o o T [ S e
b).- Dar cuenta de los gastos sufragados con las aplica-
ciones decididas por el Fondo, ~==-=cmecmcommoomceee
c).- Hacer constar el apoyo del Fondo, en los términos del
pacto SEPTIMO anterior, en cuantas actividades publicas

tenga ocasién de efectuar en relacién con el proyecto de
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a cubrir los fines fundacionales de la FUNDACIO. ceee---
Esta Escritura ha sido redactada conforme a minuta pre-
sentnda POr 1Ay PArtes. m=sr-mreomracsmninssumssamtnnss s
OTORGAMIENTO Y AUTORIZACION, ---cceecmmmne-...
Hago las reservas y advertencias legales; en particular y a
efectos fiscales advierto de las obligaciones y responsabi-
lidades tributarias que incumben a las partes en su aspec-
to material, formal y sancionador, y de las consecuencias
de toda indole que se derivarian de la inexactitud de sus
declaraciones. ~====-mmmm oo
Leida por mi, a su eleccién, la otorgan y firman, ~=--------
De lo consignado, de que el consentimiento ha sido li-
bremente prestado, de que el otorgamiento se adecua a la
legalidad y a la voluntad debidamente informada de los
otorgantes, y de su extensién en siete folios de papel se-
llado, nimeros el presente y los siguientes en orden, yo,
¢l Notario, DOY FES o oot i
Estédn las firmas de los comparecientes.- Sigue el signo,

firma, ribrica y sello del Notario autorizante. ---eeeemmoo..
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2. Solicitud cierre F. Biorett



Madrid/Valencia, 23 de noviembre de 2017

Estimada Mercé Tura
En primer lugar es nuestro deseo enviaros un afectuoso saludo.

Como sabéis FONDO BIORETT fue una iniciativa privada coordinada por un
grupo de padres y madres de nifias afectadas por el sindrome de Rett cuyo
principal interés era y sigue siendo la investigacién cientifica sobre esta severa
patologia. Como progenitores siempre hemos intentado en la medida de nuestras
posibilidades  obtener recursos econémicos para favorecer distintas
investigaciones disefiadas y coordinas desde la Fundacié Sant Joan de Déu en
Barcelona (FS]D).

Desde el acuerdo notarial de colaboracién con la FS]D en el afio 2009 han sido
muchas las iniciativas que de forma conjunta se han desarrollade haciendo
realidad distintas investigaciones con conclusiones cientificas esperanzadoras.

Tras varios afos de provechosa relacién en el 4mbito cientifico, desde FONDO
BIORETT hemos considerado necesario modificar e tipo de colaboracién con la
FSJD y emprender un nuevo escenario con el fin de optimizar los esfuerzos y
recursos. A partir de este momento creemos oportuno vehicular nuestras
gestiones a través de otras entidades mayores y estas son las que consideraran las
aportaciones econdmicas a FSJD, asf como a otros centros de investigacién de
prestigio.

Para ello, creemos conveniente resolver el acuerdo notarial con la FSJD de
Barcelona y poner fin de forma coherente a este provechoso periodo de
colaboracién. Con el fin de acelerar este transito quedamos a vuestra disposicién
para realizar las gestiones necesarias tanto presenciales o a distancia.

Por otra parte, serfa conveniente que la FSJD certificara de forma oficial las
partidas econémicas y aportaciones desde la firma de colaboracién, con el fin de
datar de forma cuantitativa la participacion estos afios. En relacién a este
documento firmado por responsables de la FS]D agradeceriamos que se indicara el
destino y gasto de cada una de las cantidades aportadas.

Quedamos a vuestra disposicién

Fdo. Sebastian Sanchez Castillo (Fondo Biorett)
P.O: Juan Luis Salom Moreno
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Titulo: Estudio Terapéutico Multicéntrico para los
trastornos del comportamiento en el sindrome de Rett

Fundacié Sant Joan de Déu
Hospital Sant Joan de Déu Barcelona

Noviembre 2009
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INVESTIGACION:

1. DESCRIPCION DEL PROYECTO
Titulo: Ensayo Terapéutico Multicéntrico para los trastornos del

comportamiento en el Sindrome de Rett

Area: Neuropediatria, enfermedades raras, problemas del estado de
animo y del comportamiento

Palabras clave: |Sindorme de Rett, terapias de los trastornos de animo y del
comportamiento, venlafaxina, citalopram

2. DATOS DEL CENTRO SOLICITANTE
Nombre o razén social: Fundacién Sant Joan de Déu

(En colaboracion con el Hospital Sant Joan de Déu Barcelona )
C.I.F: G-62978689

Representante legal: Dr. Josep M. Haro

Representante a efectos de comunicacion: Mercé Tura
Domicilio: C/ Santa Rosa 39-57. 4a Planta

Edifici Docent Sant Joan de Déu

Ciudad: Esplugues de Llobregat | C. Postal: 08950

Provincia: Barcelona

Telefono: 93 600 97 51 | Fax: 93 600 97 71 | e-mail: jmharo@fsjd.org
Director del proyecto:

Nombre e-mail Categoria Profesional
Mercé Pineda pineda@hsjdbcn.org Child neurologist, MD, PhD
Investigadores:

Nombre e-mail Categoria Profesional
Mercé Pineda pineda@hsjdbcn.org Child neurologist, MD, PhD
Ana Roche aroche@hsjdbcn.org Child neurologist, MD
Marc Turén mturon@fsjdbcn.org Psychologist
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4. EL PORQUE DEL PROYECTO

Las nifias con mutaciones en MECP2 que presentan el sindrome de Rett atraviesan numerosos
periodos de alteraciones del comportamiento. Las mas evidentes de éstas ocurren en la fase 2
(Hagberg, Trevathan) de la enfermedad, entre los 18 meses y los 3 afios de edad,
manifestdndose como irritabilidad, dificultades para conciliar o mantener el suefio, llanto,
pérdida del interés social, del uso del lenguaje y del uso de las manos. La base bioldgica de
esta fase de regresion aun no se conoce con exactitud.

Después de la fase 2, la mitad de estas pacientes desarrollan alteraciones del com portamiento.
En las nifias més pequefias, con edades comprendidas entre 5 y 10 afios, los comportamientos
disruptivos mas frecuentes son los gritos, los tirones de pelo, los mordiscos, los golpes, dar
pasos sin un destino concreto, ansiedad, inatencion e hiperactividad y automutilacion. En
preadolescentes, adolescentes y jovenes (10-20 afios) son mas frecuentes la melancolia, el
insomnio, la pérdida de apetito, Ia pérdida del interés por las cosas que les interesaban
anteriormente, los gritos inexplicados y los signos de depresién. Estos comportamientos no
solo interfieren en la calidad de vida de estas ninas, sino en las intervenciones terapéuticas y
educacionales. El comportamiento cambia con la edad y su manejo supone un dificil reto para
cuidadores y médicos.

5. RELEVANCIA SOCIAL Y CIENTIFICA

Se ha podido establecer una asociacion entre las alteraciones emocionales y del
comportamiento y los cambios neuroquimicos en las sinapsis de las regiones cerebrales
corticales y subcorticales (1). Las alteraciones de la funcién sinaptica, que, se sabe, también
ocurren en los defectos del gen MeCP2 (2, 3), contribuyen a la patofisiologia presente en varias
enfermedades neuropsiquiatricas. Diversas lineas de investigacion sugieren que existen
alteraciones en los neurotransmisores cerebrales de los pacientes con S. Rett, que implican al
glutamato (4-6), al GABA (7), la noradrenalina (8), la serotonina (9) y la dopamina (10). Estos
defectos se han demostrado también en el modelo murinico para el S. Rett (11). Las
alteraciones primarias del comportamiento en el S. Rett son con gran probabilidad el resultado
de cambios en los sistemas monoaminérgicos, como respaldan publicaciones de estudios de
investigacién en humanos y animales con S. Rett. Tratar los comportamientos disruptivos con
inhibidores selectivos de serotonina o SSRI (12-17) e inibidores de los recaptadores de
serotonina y noradrenalina o SNRI (18-22), en base a los conocimientos actuales de las
alteraciones neuroquimicas en el S.Rett, puede aportar a las familias una ayuda a la hora de
cuidar a sus hijas. La ansiedad, el estrés y el miedo también se observan con frecuencia en las
jévenes con 8. Rett. Los datos publicados sugieren un elevado nivel de factor liberador de
coritcotropina (CRF) en un modelo de raton (23). También se conoce que los niveles de cortisol
estan elevados en situaciones de estrés y ansiedad (24-26), y que se puede medir en la saliva
oral (27,28).

6. BENEFICIOS CIENTIFICOS Y TECNICOS DEL PROYECTO

La medida de los niveles de cortisol en la saliva oral supondra una oportunidad de correlacionar
las variaciones del comportamiento en funcion de distintos grados de estrés, usando los
valores de cortisol como reflejo de las alteraciones neurometabdlicas que ocurren en el
sindrome de Rett (27, 28).

Este estudio aportara informacién importante sobre cual de los dos farmacos (venlafaxine o
citalopram) beneficiaria a las nifias con S. Rett, controlando los comportamientoso disruptivos,
Yy, por tanto, mejorando las oportunidades de lograr una mejor integracién en la escuela y la
sociedad, y ofreciendo asi una mejora de calidad de vida a las nifias y sus familias.
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7. OBJETIVO PRINCIPAL

Se propone en este proyecto un ensayo multicéntrico (cooperacion entre diferentes hospitales
de Israel y EEUU, incluyendo el John Hopkins Hospital y otros tres centros médicos), con
propuestas para tratar el comportamiento disruptivo, incluyendo la irritabilidad, gritos,
mordiscos, automutilacion, la ansiedad, la inatencién y la hiperactividad.

El objetivo principal de este ensayo sera mejorar el estado de humor y el comportamiento con
el uso de Venlafaxina, un inhibidor de la recaptacion de la serotonina y noradrenalina (SNRI), y
comparario con los resultados obtenidos con Citalopram, un inhibidor selectivo de la
recaptacion de serotonina (SSRI) para determinar el farmaco con mayor eficacia y con menor
morbilidad asociada.

8. OBJETIVOS SECUNDARIOS

Los objetivos secundarios de este estudio seran:

- determinar si los efectos de ambos farmacos tienen relacion con la edad

- determinar si estos efectos tienen relacion con el genotipo

- describir qué tipo de alteracién del comportamiento se modifica en mayor medida tras la
intervencion terapéutica.

- evaluar la mejoria de la calidad de vida tras la intervencion.

9. HIPOTESIS DE TRABAJO

La reduccion de catecolaminas en el cerebro se asocial a anomalias en la funcién sinaptica, y
es responsable de cambios en el humor y el comportamiento en las nifias con S. Rett. El
comportamiento se puede modificar con farmacos que aumenten las concentraciones de
serotonina y noradrenalina en las sinapsis centrales.

Citalopram es un inhibidor selectivo de Ia recaptacion de serotonina; venlafaxina es un inhibidor
de la recaptacion de serotonina y noradrenalina. Ambos farmacos ya han sido utilizados
anteriormente en el tratamiento de problemas de comportamiento en nifios y adolescentes con
autismo y otros trastornos del humor o del comportamiento: este estudio permitira la evaluacion
de la mejoria en los pacientes con S. Rett con comportamientos disruptivos con dos inhibidores
de la recaptacion de la serotonina diferentes, venlafaxina y citalopram.

10. METODOLOGIA

Poblacién base y seleccién de sujetos:

Seis centros (John Hopkins Hospital y otros 3 centros médicos en EEUU, Sheba Hospital en
Israel, y el Hospital Infantil de Sant Joan de Déu en Barcelona) donde se realizan controles
clinicos de nifias con S. Rett participaran en este estudio.

Los médicos de cada centro seleccionaran a 40 pacientes con S. Rett, divididos en 2 grupos de
edad, de 5 a 10 afios y de mayores de 10 afios a 17 afos y medio (240 pacientes en total).

1. Todos los pacientes seran valorados clinicamente antes de ser incluidos en el estudio
para descarta otros problemas médicos que pudieran causar alteraciones del
comportamiento, como reflujo grave o esofagitis, fracturas, problemas de la vesicula
biliar, estrefiimiento grave, distonia importante con espasmos, convulsiones no
controladas, problemas dentales o problemas relacionados con la menstruacién u otros
problemas médicos.

2. Las familias daran el consentimiento de acuerdo con la evaluacién del Comité Etico del
hospital para participar en el estudio.
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Criterios de inclusién:

1. Pacientes con mutaciones en MECP?2

2. Pacientes con comportamientos disruptivos importantes que no respondan a otros
tratamientos reconocidos

3. Pacientes que no tengan problemas médicos reconocidos como responsables de las
alteraciones del comportamiento

4. Pacientes con edades comprendidas entre los 5 y los 17 afios y medio en el momento
del consentimiento para la inclusién en el estudio

Criterios de exclusién:
1. Pacientes sin control de su epilepsia (convulsiones diarias o semanales)
2. Pacientes con problemas médicos graves, causantes de dolor e incomodidad
3. Pacientes con intervalo QTc >440 ms en el EKG

Diseiio del estudio, seleccién de pacientes, eleccién de farmacos y dosis

Cada centro seleccionara a 20 nifias con edades comprendidas entre los 5 y los 10 afios. A 10
pacientes se les asignara el tratamiento con Venlafaxina, y a los otros 10 el tratamiento con
Citalopram

Se seleccionara a 20 nifios con edades comprendidas entre 10 y 17 afios y medio, que también
seran distribuidos en 2 grupos, 10 en el grupo de tratamiento con Venlafaxina y 10 en del de
tratamiento con Citalopram

Se han elegido con precauciéon dosis bajas de ambos farmacos para el S. Rett para evitar la
aparicion de reacciones adversas, y determinar el nivel de tolerancia en pacientes que estan
por debajo de los valores de normalidad en los parametros de crecimiento

Eleccion del farmaco:

En base a la informacién publicada hasta el momento actual en lo referente a las anomalias
neuroquimicas en el S. Rett, y de acuerdo con la colaboracién de Psiquiatria infantil de Hospital
John Hopkins, se decidi6 medir la eficacia de 2 farmacos, Venlafaxina (inhibidor de Ia
recaptacion de serotonina y noradrenalina) y Citalopram (inhibidor selectivo de la recaptacion
de noradrenalina).

El ensayo con ambos farmacos durara 3 meses,

11. RESULTADOS ESPERADOS

El objetivo de este estudio es confirmar la hipétesis inicial, segun la cual se alcanzaria cierta
mejoria tras tratar los problemas de comportamiento de las nifias con S. Rett con un inhibidor
de la recaptacion de la serotonina. Esto podra ser confirmado de forma mas objetiva mediante
distintas la apreciacion de mejoria en distintas escalas de comportamiento utilizadas para los
pacientes del estudio, incluyendo la calidad de vida de tanto de las nifias como de sus familias.
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12. PRESUPUESTO GENERAL

| Basal Mes 1 Mes 2 Mes 3 TOTAL
PERSONAL

2000 € 2000 €
TESTS LABORATORIO 3000 € 3000 € 10.000 €

EEG 4600€ EEG 4600 €
FUNGIBLE Ca2000€| Ca2000€| CaZ2000€ Ca 2000 € 18.840 €

350 € Lab 430 € Lab 430 € Lab 430 €

DESPLAZAMIENTOS-

CORREO 1275 € 1.275 €
FARMACOS 500 €
COSTE TOTAL DIRECTO 30.615 €
COSTE INDIRECTO 15% 4.592,25 €
TOTAL 35.207,25 €

13. PLAN DE TRABAJO DETALLADO

Disefio del estudio:

Cada centro asignara aleatoriamente a 10 nifias de edades comprendidas entre 5 y 10 afios en

el grupo de tratamiento con venlafaxina, y 10 en el grupo de citalopram.

Otras 10 nifias de edades comprendidas entre 10 y 17 afios y medio seran asignadas al grupo

de venlafaxina y 10 mas en el de citalopram.

La aleatorizacion se realizara en el John's Hopkins Medical Institutions (JHMI) Research
Pharmacy y los datos se enviaran al Data Coordinating Center en la John's Hopkins School of

Public Health (JHSPH).

Esquema de dosis:

Venlafaxina edad 5-10 afios Primers Segunda Tercora
semana semana semana
Venlafaxina
normon 50mg 25 mg DU 25 mg ¢/12h 25 mg c/8h
edad 10.1-17.5y
50 mg DU 50 mg c/12h 50 mg c/8h
- = Primera Segunda Tercera
Citalopram edad 5-10 afios Sentasn il £ et
Citalopram
normon 20 mg 5 mg DU 7.5 mg DU 10 mg DU
edad 10.1-17.5 a.
10 mg DU 15 mg DU 20 mg DU
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Monitorizacién interna:

Se evaluaré a los pacientes recogiendo informacion clinica a traves de la escala ABC, horario
de suefio, y escalas de calidad de vida antes de iniciar el ensayo. Esto proporcionara una
importante informacion para valorar el estado basal del comportamiento de los pacientes.

Una vez que se inicie el tratamiento, cada sujeto seré valorado telefénicamente desde el centro
de referencia, cada semana durante 4 semanas, y después cada mes durante 3 meses mas
(total: 6 contactos).

Se recogeran las reacciones adversas.

Si la nifia mostrara efectos adversos graves debido a la medicacion, abandonaria el ensayo.

Se realizaran controles regulares de hemograma y niveles de cortisol en saliva en el mes 1,2y
H

Se realizara un EKG en el mes 1, 2y 3, y un VEEG con la visita del 3er mes.

Medidas del comportamiento durante el tratamiento

Las medidas del comportamiento usando las escalas de ABC durante el tratamiento se llevaran
a cabo en el 1° y 2° mes por los padres y la escuela,
El calendario de suefio se registrara en el 1%y 2° mes por los padres.

Los efectos adversos seran monitorizados desde el Centro de Atencién Primaria.

Si ocurriera alguna reaccion adversa grave, como convulsiones o syndrome serotoninérgico, se
instauraria inmediatamente tratamiento IV con benzodiazepinas y/o medidas de hipotermia, Se
considerara el uso de ciproheptadina, antihistaminicos, anticolinérgicos y antiserotoninérgicos.
Los casos graves se trataran con benzodiazepinas o induccién de pararalisis neuromuscular
con agentes no despolarizantes.

Recogida de datos pre-tratamiento:

1. Cuestionario a los padres documentando la historia clinica y anotando los problemas
O preocupaciones.
2. Se registra la existencia de una historia familiar de trastornos mentales.
3. Todas las pacientes seran valoradas mediante la ABC, Aberrant Behavior Check List
en la escuela un mes antes de iniciar el estudio
4. Los problemas de suefio seran registrados por los padres usando un calendario de
suefio un mes antes de iniciar el estudio
5. El cuestionario sobre la calidad de vida sera completado por los padres antes de
comenzar el estudio
6. En todas las pacientes se descartaran otros problemas médicos que pudieran causar
alteraciones del comportamiento, como reflujo grave, o esofaguitis, fracturas,
problemas de la vesicula biliar, estrefiimiento grave, distonia importante, epilepsia no
controlada, problemas dentales, comportamientos relacionados con la menstruacién
u otros problemas médicos.
7. Se realizaran las siguientes pruebas en todas las pacientes, antes de Ia inclusion en
el estudio:
- Video EEG,
- EKG,
- hemograma, funcién hepatica incluyendo bilirrubina y enzimas, quimica
basica, incluyendo calcio, fésforo, fosfatasa alcalina 6sea, 25-
dihidroxicolecalciferol, e IGF-1 8. Se medira el cortisol salivar en ayunas
(obtenido durante la primera hora tras el despertar)

Medidas post-tratamietno

Cuestionario ABC post-tratamiento, cuestionario de Calidad de vida, escalas de Mullen o
Vineland a los 3 meses. EEG, EKG, hemograma, funcién hepatica, incluyendo calcio, fésforo,
fosfatasa alcalina dsea, 25-dihidroxicolecalciferol, e IGF-1 8. Se medira el cortisol salivar en
ayunas que también se repetiran a los 3 meses.
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15. HISTORIAL CIENTIFICO DEL GRUPO

El Equipo de S. Rett del hospital infantil de Sant Joan de Déu realiza el seguimiento clinico y el
estudio genético de los pacientes con S. Rett de diversos lugares.

Uno de nuestros objetivos es mantener actualizada |a base de datos espariola de S. Rett, con
casi 400 pacientes con S. Rett, la mayor parte de Espafia, pero también de Latinoamérica.
Esto nos ha permitido estudiar una amplia muestra de nifias, estableciendo una relacién
genotipo-fenotipo, para tratar de prevenir (o disminuir) los diversos problemas asociados a este
sindrome, facilitando un tratamiento precoz y un consejo clinico y genético.

Este equipo de trabajo, formado por clinicos y genetistas moleculares, pertenece a diferentes
redes de investigacion en Europa, Australia y EEUU. La Dra. Pineda es miembro del comité
internacional de expertos en S de Rett.
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ABSTRACT

RTT girls suffer periods of abnormal behavior from early infancy, including irritability and sleep disorders or anxiety in
the first years of life, and a more depressed mood after adolescence, all of which influences their quality of life. An
association between emotional and behavioral disorders and various neurochemical changes in the synapses of cortical
and subcortical brain regions has been established; also, cortisol levels in the blood vary during stress. The main pur-
pose of this study was to improve mood and behavior disorders in RTT patients with venlafaxine (SNRI), and compare
the results with citalopram (SSRIs) during 6 - 8 weeks, to determine which drug offered greater efficacy and fewer side
effects, as well as to compare them to risperidone, and to correlate cortisol levels in saliva with stress and drug response.
Eleven patients, aged 5 to 26 years old, agreed to participate in this study; neuropsychological tests (Mullen and Vine-
land scales), quality of life and quality of sleep scales, blood tests, EKG and EEG were performed before and after
treatment. Only 2 patients completed the three months trial. Improvement in mood and behavior was not statistically
significant for patients; differences in neurodevelopment and quality of life or sleep scales were not significant either;
no serious adverse effects were observed. Cortisol levels in saliva decreased in 50% of the patients after the first month
of treatment, although this was not statistically significant.

Keywords: Cortisol, Mood and Behavior, Rett Syndrome; SSRI; SNRI

1. Introduction tients develop behavioural disorders: younger girls (5 to
10 years) tend to scream, hit, show anxiety, and exhibit
inattention and hyperactive behaviours, and sometimes
self-mutilation. Among preadolescents and adolescents
(10 - 20 years) melancholy, insomnia, loss of appetite,
loss of social interest, unexplained screams and signs of
depression are more frequent. Anxiety, stress and fear are
also commonly seen in young women with RTT. These
behaviours interfere not only with the patient’s quality of
life, but also with therapeutic and educational intervene-
tions, as well as with their families’ day-to-day life. Be-
havioural changes with age and their management be-

Rett syndrome (RTT) is a neurodevelopment disease
which affects 1/10,000 newborn girls. The diagnosis is
based on a series con clinical criteria (Table 1). The clas-
sical form consists of apparently normal development du-
ring the first 6 to 12 months of life (Phase 1), followed by
global deterioration (Phase 2), with loss of acquired lan-
guage and purposeful use of hands, onset of hand stereo-
types and loss of social interest; clinical stability or even
improvement occurs around 4 to 5 years of age (Phase 3)
but sometimes further deterioration after adolescence may

take place (Phase 4); atypical forms are either clinically
milder or more severe than the classical form.

RTT girls suffer periods of abnormal behaviour: dur-
ing Phase 2 [1,2], between 18 months and 3 years of age,
irritability, sleep disorders, crying tantrums and loss of
social interest appear; during Phase 3, half of these pa-

Copyright © 2013 SciRes.

come a challenge for caregivers and physicians.

An association between emotional and behavioural
disorders and neuro-biochemical changes in the synapses
of cortical and subcortical brain regions has been estab-
lished. Synaptic function abnormalities contribute to se-
veral neuropsychiatric diseases [3,4]. Several authors sug-
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gest that dysfunction in brain neurotransmitters in RTT
patients involves glutamate [5-7], GABA [8], norepine-
phrine [9], serotonin [10] and dopamine [11]. These de-
fects have also been demonstrated in the mouse model
for RTT [12]. The primary behaviour alterations in pa-
tients with RTT are most likely the result of changes in
the monoaminergic systems: treating disruptive behav-
iours with selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI)
[13-18] and serotonin and noradrenaline reuptake inhibi-
tors or SNRI [19-23] can improve behaviour.

Published data suggest high levels of corticotropine
releasing factor (CRF) in mouse models [24] and cortisol
blood levels during stress and anxiety [25-27].

Measurement of cortisol in oral saliva reveals a well-
known correlation with levels in blood: saliva cortisol
levels may be useful as a laboratory parameter of stress,
and as a reflection of changes occurring in Neurome-
tabolic Rett syndrome [28-30].

Table 1. Diagnostic criteria for RTT.

Diagnostic criteria for the classical form

4 main criteria

Diagnostic criteria for the atypical variants of RTT
2 main criteria
5 support criteria
Main criteria
Partial or total loss of hand skills
Partial or total loss of verbal language
Inability for walking or apraxic gate

Hand stereotypies (winging, washing, twisting, hand-to mouth,
clapping...}

Support criteria
Breathing disturbances while awake
Bruxism while awake
Sleep pattern disturbance
Abnormal muscle tone
Abnormal peripheral circulation: cold hands and feet
Scoliosis/kyphosis
Growing retardation
Acquired microcephaly
Laughing or erying tantrums
Decreased response to pain

Intense eye communication or improvement of visual contact
during the follow up

Copyright © 2013 SciRes.

The main purpose of this study was to improve mood
and behaviour disorders in RTT patients with ven lafaxine,
a reuptake inhibitor of serotonin and norepinephrine
(SNRI), and compare the results with citalopram, a selec-
tive inhibitor of reuptake inhibitors (SSRIs), in order to
determine which drug showed greater efficacy and fewer
undesirable side effects. Other purposes of the study were
to determine whether the level of salivary cortisol was re-
lated to the intensity of mood disorder and drug response;
to determine whether the effects of the two drugs were
related to age; to determine whether these effects were
related to the genotype; to describe what type of altered
behaviour was further modified after therapeutic inter-
vention; and to evaluate the putative improvement in the
patients’ and their families’ quality of life after treatment.

The study aimed to confirm the initial hypothesis ac-
cording to which some improvement would be achieved
after treating the behavioural problems of RTT girls with
a serotonin reuptake inhibitor.

2. Material and Methods

Treatment with serotonin reuptake inhibitors was pro-
posed to 15 Spanish RTT patients of Caucasian origin,
aged 5 to 26 years of age; they were all controlled at the
same hospital and all of them fulfilled the clinical criteria
for the classical form of RTT. All patients were clinically
evaluated before being included in the study to rule out
other medical problems that might cause alterations in
mood or behaviour, such as severe reflux or esophagitis,
fractures, gallbladder problems, severe constipation, spasms,
severe dystonia, uncontrolled seizures, dental problems or
other medical problems.

Informed consent was obtained from the families in
accordance with the hospital ethics committee.

2.1. Inclusion and Exclusion Criteria

e Inclusion criteria were:

- major disruptive behaviours that did not respond to
previous treatments

- absence of medical problems recognized as respon-
sible for the abnormal behaviour

® Exclusion criteria were:

- uncontrolled epilepsy (seizures in the previous 6
months)

- serious medical problems, causing pain and dis-
comfort

= QT corrected segment (QTc) greater than 440 ms on
the electrocardiogram (EKG)

Patients were evaluated with several neurodevelop-
ment and behaviour scales, and quality of life and sleep
scales were used for their families and caregivers,

2.2. Dose Titration

Low doses of SRI were chosen to start with, in order to
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avoid potential undesirable effects. The trial with the two
drugs lasted three months. Slow increase titration is sum-
marised in Table 2.

In case of lower therapeutic effect than expected, in-
troduction a new-generation neuroleptic drug (risperidone
or aripripazol) at low doses was considered.

2.3. Evaluation Scales

In order to provide information to assess the baseline be-
havior of patients, they were evaluated with the Mullen
scale for neurodevelopment, the Aberrant Behavior Check-
list (ABC scale, completed by parents and teachers), and
quality of sleep and quality of life scales before starting
the trial. These were preformed again after treatment.

Once the treatment was started, telephone contact was
established weekly for five weeks and then every month
for three months. Parents or caregivers had a contact e-mail
address for enquiries. Adverse events were registered,
and if any serious adverse effect was observed, the pa-
tient was withdrawn from treatment while continuing in
the study.

2.4. Data Collection

® The following tests were performed in all patients
before inclusion in the study:
a) Video EEG
b) EKG
¢) Blood cell count (BCC), liver function including
bilirubin and enzymes, basic biochemistry analysis,
including calcium, phosphorus, alkaline phosphatase,
25-dihydroxycholecalciferol, and IGF-1
d) Fasting salivary cortisol (obtained during the first
hour after awakening in the morning)

e  Data collection pre-treatment included:
1) Questionnaire for parents documenting patient cli-

nical history and noting of any problems or concerns.

2) Specific record of the absence or existence of fa-
mily history of mental disorders.

3) Behavioural assessment by ABC at school during
the last month prior to the study.

4) Sleep problems referred by the parents through a
quality of sleep questionnaire one month prior to the
study.

Table 2. Treatment titration.

1" week 2"week 3¥week 4%week 5% week
VMUE  Giewe Mmg A0 50mg  50m
50 mg - mg 2 mg g g
Eralopen Smg 10 mg ISmg  20m 20m
20mg = g g

Copyright © 2013 SciRes.

5) Quality of life questionnaire completed by parents
prior to the study.

Post-treatment measures;
1) ABC post-treatment questionnaire, quality of life
questionnaire, and Mullen and Vineland scales were
obtained 3 months after treatment onset. These va-
lues were compared with the ones pre-treatment for
each Patient using the Pearson product-moment cor-
relation,
2) EEG, EKG, BCC, liver function, including cal-
cium, phosphorus, alkaline phosphatase, 25-dihydro-
xycholecalciferol, and IGF-18. Salivary cortisol was
measured again 3 months after study onset.

2.5. Cortisol Levels in Saliva

Saliva samples were obtained by a cotton ball wetted in
the patient’s mouth at 8 am upon awakening, after 8 hours
fasting. To minimize bias due to multiple technicians and
to reduce cost and time, all samples were processed at the
same time, with the same machine as previously descri-
bed elsewhere [31]. Samples were kept in the refrigerator
until testing.

Although cortisol levels in saliva have already been
correlated with blood cortisol levels [31,32], samples from
2 healthy children and one healthy young adult were also
obtained (data not shown).

3. Results

Although this study was proposed to 15 patients, only 11
families agreed to participate. All 15 children met inclusion
criteria and none of them presented any of the exclusion
criteria. The main reason for declining participation was
dealing with antidepressant drugs. Also, families would
rather cope with mood tantrums or occasional brief sad
mood periods than add a new drug to their children’s
lives.

No serious adverse reactions such as seizures or serotonin
syndrome were observed.

Three of the 11 patients did not complete the neuro-
psychological evaluation due to traveling issues (they
lived far from the center, with difficult transport options).
The other eight patients completed the tests in the es-
tablished periods, although increasing dosage was only
completed by four of them. Among these, only two (one
patient with venlafaxine and another with citalopram) com-
pleted the 3 month trail, albeit with mild side effects.

Differences before and after treatment in ABC, quality
of sleep and life questionnaires, and Mullen and Vine-
land score results were not statistically significant. Table
2 shows the statistical correlation (between Vineland scale
scores before and after intervention).

Video EEG and EKG before and after treatment re-
mained stable, and so did the rest of the biochemical pa-
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rameters in blood. Blood cell count, liver function, iono-
gram, calcium, phosphorus, alkaline phosphatase, 25-di-
hydroxycholecalciferol and IGF-1 remained within nor-
mal limits both before and after treatment, without sig-
nificant changes. Table 3 summarizes Cortisol laborato-
ry workup.

3.1. Effects of Venlafaxine

Five of the eight patients who completed the study re-
ceived venlafaxine. They were younger than 12 years old,
with a predominantly anxious mood.

No major behavior changes were observed, but one pa-
tient presented a strange and inappropriate look, as if she
was experiencing some frightening vision, after the first
dose of venlafaxine. This facial expression disappeared a
few hours afterwaragain. The patient completed the study
without pharmacological treatment. Three more patients
showed a “decrease inenergy” in their everyday activities,
as expected, so venlafaxine was also discontinued.

3.2. Effects of Citalopram

Only one of the eight patients who completed the study
(aged 26 years old, with predominance of depression mood)
received citalopram. She initially presented a slight wor-
sening of appetite, but then showed, progressively, a slight
improvement of her self-aggression movements.

3.3. New Generation Neuroleptics

Two of the eight patients who completed the study were
on risperidone at the moment of the study onset, and this
treatment was not modified; only one patient needed to
slightly increase the dose due to increased anxiety, with a
good clinical response.

3.4. Cortisol Levels in Saliva

At least four patients showed a decrease in saliva cortisol
levels one month after treatment, although this was not
statistically significant (Table 4 and Figure 1).

Basal cortisol levels for patients 3 and 8 could not be
tested because of insufficient saliva sample. This infor-
mation was only obtained at the end of the study due to
the laboratory technique, as explained in 2.5.

Except for patient 4, who only received one dose of
venlafaxine, and patient 1, who did not modify her treat-
ment with risperidone, the rest of the tested patients (4
patients) presented a decrease in cortisol levels in saliva
one month after treatment onset.

4. Discussion

Mood and behavioural problems are among the most
anguishing issues for families of children with cognitive
disabilities. They are hard to manage, and response to phar-
macological treatment is not always as good as expected.
Sometimes, a drug may work for a while and later on be-
come less effective. If a biological marker could help mea-
sure anxiety or mood troubles, it would be easier to eva-
luate the effect of the different neuropsychiatric drugs on
patients. This is especially appropriate in the case of Rett
children, who also present limitations in verbal language.

Although none of the 15 selected patients presented
exclusion criteria for this study, when told what type of
drug was going to be tested, some parents rejected their
participation. Also, the fact that it was a pilot study for
these SSRI and NSRI drugs (albeit previously used to treat
children), was another for declining the invitation.

Low doses of SRI were chosen to start with, in order to
avoid potential undesirable effects, but as caregivers did
not see a significant improvement, or even a “loss of ener-
gy” attitude, some withdrew administration. It is possi-
ble that if titration had been faster, positive effects would
have been shown.

The alteration of facial expression referred by the family
of patient 4 could be interpreted as a greater sensitivity of
some Rett patients to some psychoactive drugs, as ob-
served for methylphenidate. This patient is now on ris-
peridone, with improvement in her behaviour.

Table 3. Statistical correlation (Pearson product-moment correlation) between Vineland scale scores before and after inter-

vention through.

Expressive language

Receptive language

Visual reception Fine motor skills Gross motor skills

Expressive language 0.566 0.864°
Receptive language 0.624 0.609
Daily skills 0.373 0.777"
Interpersonal relationships 0.629 0.835"
Fine motor skills 0.392 0.839"
Gross motor skills 0.490 0.731°

0.643" 0.709" 0.771°
0.473 0.321 0.566
0.551 0.738" 0.621
0.620 0.575 0.782"
0.779* 0.867" 0.790"
0.806° 0.888" 0.871°

"Correlation is significant at 0.01 level (bilateral); "Correlation is significant at (.05 level (bilateral).
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Table 4. Electrophysiology and laboratory workup before and after treatment. Cortisol levels are marked in grey.

Saliva cortisol pug/L (NV 0.9-15.5)

Patient Family mood Current treatment Enileps ‘Treatment
disorder PPICPSYintervention et 5"-6"-8" week 3 -4 months
e posttreatment  posttreatment
Maternal ! ; ; ;
I grandimother Rlspendong, _valproate, Rlsperlslionc, 0.89 342 137
: carnitine controled unmodified
depression
Risperidone, levetirazetam, Risperidone, 2
2 L melatonine controled  dose increase k5 ehat i
3 . Clobazam, trihexiphenidil, Venlafuine Not enough 6.06 288
valproate controled sample
Maternal
i i 5
4 gmndmo_ther Valproate covioled Venlataxine 1.48 242 28
depression
Mother reactive Carbamazepine, vigabatrin, , ;
J depression omeprazol, motilium controled Vieuilufaxing L 0Mb) 29 "
6 no Valproate, etosuximide Venlafaxine 30 12 156 264 165 382
controled
Maternal z y
7 grandmother Ferryum, fiber, omep) 87l 4 Venlafaxine 1.07 0.67 20 114
; valproate, levetiracetam controled
depression
3 - ! Carhamazt_apme, clonazepam, _ Citalopram Not enough 324 336 348
evomepromazine, omeprazol, folaxin - controled sample

P/l

= 1(ria}

8= 2fris)

== I{ven)

— 4{ven}
e S(ven)
== &{ven)
e Nven)

— H{cit)

5th week Bth week 3rd munth 4ht month

P P

pretrealment

Ris: Risperidone; Ven: venlafaxine; Cit: citafopram.

Figure 1. Cortisol levels in saliva during the study period.

4.1. Evaluation Scales

One of the main issues in this study was how to measure
behavior. Many of the behavioural problems related to
Rett syndrome and in general to children with severe cog-
nitive disabilities interfere with the evaluation of their
mental abilities. Attention difficulties, hyperactivity, sen-
sorial deficiencies, and poor performance due to social dis-
turbances or limited understanding of the task may lead
to underscoring of their skills, especially when testing in

Copyright © 2013 SciRes.

an unfamiliar context [33]. It is also important to con-
sider that many of the tests which are used to measure cog-
nitive abilities show a marked “ground effect” when di-
rect scores are converted to standardized scores based on
data for normative samples, which makes it even more dif-
ficult to obtain an estimation of the real abilities of these
children. Also, while most cognitive tests do not measure
cognitive functions under four standard deviations below
the mean scores, adaptative behaviour tests such as Vi-
neland Adaptative Behavior Scale are powerful enough
to measure up to five standard deviations below the me-
dia. This fact makes it difficult to establish realistic cor-
relations between cognitive functions and daily functio-
nal behaviour with these children [34]. However, regar-
ding this small group of children, among functional tests,
Vineland scale seems to be more accurate than Mullen
scale to evaluate global functions in these patients.
Among other aims, the authors tried to identify the
most suitable behaviour test to identify and measure mood
disorders in RTT, and then use it as a semi-quantitative
tool to evaluate clinical improvement after intervention.
Both the Mullen and Vineland scales failed to show dif-
ferences before and after treatment. This could be due to
a lack of efficacy of the drugs at the chosen doses, but it
is more likely that the tests are not sensitive enough to
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evaluate subtle changes in mood and behaviour. Indeed,
mood and behavior depend on so many environmental
factors that it remains extremely difficult to isolate them
from the context.

4.2. Quality of Life and Quality of Sleep
Questionnaires

Quality of life and sleep questionnaires were completed
in order to evaluate possible changes in everyday life afier
treatment onset. However, quality of life answers depend
also on the caregiver’s mood and attitude towards the
child’s difficulties. In this small group of patients, the
quality of life and sleep questionnaires failed to identify
concrete mood problems: listening to the caregivers was
found to be more effective to listen to which difficulties
the parents identified than to devote time to completing
the questionnaires,

In contrast to the positive effects of desimipramine (a
SNRI) on rats with Mecp2 mutations and RTT symptoms
previously reported [35], our patients’ quality of life and
sleep did not experiment significant changes.

4.3. Cortisol Levels in Saliva

Cortisol levels in saliva seemed an apt biochemical mar-
ker of stress in these children, as this allowed avoiding
venous punctures in children with cognitive disability.
However, some small difficulties were observed: to pre-
vent children from swallowing the cotton ball, a thread
was inserted to hold it while the child chewed it. Some-
times children would chew it properly, but others would
keep it almost dry. Given that all samples were analyzed
at the same time, it was not possible to obtain a proper
baseline sample of the two patients who initially did not
produce enough saliva.

Although not statistically significant, there was a ten-
dency of cortisol to show a decrease in venlafaxine grea-
ter than that of risperidone.

No correlation could be established between age and
the effects of the two drugs, although the oldest patient,
who presented a more depressive phenotype, is the one
who presented a slight clinical improvement (not stati-
stically significant); no correlation could be established
with the genotype, given the small size of the sample and
the absence of significant differences before and after treat-
ment.

To conclude, serotonin reuptake might be impaired in
RTT, as experimental studies have demonstrated, but the cli-
nical effects of venlafaxine (SNRI) and citalopram (SSRI)
in RTT patients were not clinically relevant in this small
group.

An important limitation of this study was the small
size of the sample. Future studies should involve larger
samples and longer trials in order to increase reliability

Copyright © 2013 SciRes.

and generalization of the findings and yield more rea-
listic results.
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