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Antecedentes

El sindrome X fragil (SXF) es la causa hereditaria mas
frecuente de retraso mental. Puede diagnosticarse con téc-—
nicas de genética molecular, pero su variada expresion di-—
ficulta la sospecha clinica.

Objetivo

Se valora la utilidad de un test de seis criterios clinicos
como método de preseleccién a los nifios candidatos para
estudio genético del sindrome.

Pacientes y métodos

Se estudiaron 70 pacientes varones entre 2 y 10 afios,
con retraso mental de causa desconocida, aplicéndoseles
un test con seis criterios clinicos (retraso mental, historia
familiar de retraso mental, facies alargada, orejas gran-—
des, conducta autistica y déficit de atencidn) que se va-—
loraron de 0 a2 puntos. En todos se realizd estudio mo-—
lecular del gen SXF usando reaccién en cadena de la
polimerasa y Southern-blct.

Resultados

El estudio molecular confirmé la mutacién completa
(> 200 repeticiones CGG) en 14/70 (20 %) nifios. La suma
de 6 puntos en el test fue el limite méds discriminativo y fue
alcanzado por los 14 enfermos con mutacién (100 %), pero
sélo por 2 de 56 casos (3,5%) sin mutacidén. E1 mejor mo-—
delo diagnéstico fue la asociacién del retraso mental, defi-
ciencia de atencién e hiperactividad, historia familiar de
retraso mental y orejas grandes seguido de la facies alar-—
gada v la conducta autista.

Conclusion

Un test clinico de 6 parametros facilita la preseleccidn
de nifios con sospecha de SXEF para ser confirmados luego
con técnicas de genética molecular.

Palabras clave:

Sindrome X fragil. Retraso mental. Alteraciones de la
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EFFECTIVENESS OF A CLINICAL CHECKLIST
IN THE PRESELECTION OF CHILDREN
WITH SUSPICION OF FRAGILE X SYNDROME

Background

Fragile X syndrome (FXS) is the most frequent heredi-
tary cause of mental retardation. It can be diagnosed by
molecular genetic techniques, but clinical suspicion is
made less likely by it variable expression.

Objective

To assess the ef fectiveness of a six-item checklist in the
preselection of children who are candidates for FXS gene-—
tic study.

Material and methods

W e studied 70 male patients aged between 2 and 10 years
with mental retardation of unknown cause. In all patients
a checklist with six clinical criteria (mental retardation,
history of familial mental retardation, long face, large
ears, auistic-like behaviour, and attention deficit disorder
with hyperactivity) measured from 0-2 points was applied
and molecular genetic studies using polymerase chain re—
action and Southern-blot were per formed.

Results

In 14 of the 70 children (20 %) molecular study confir-
med full mutation (> 200 CGG repeats). A score of six
points in the test had the greatest discriminatory power
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and was reached by 14 patients (100 %) with mutation, but
only by 2 of 56 patients (3.5%) without mutation. The
most accurate diagnostic model was the association of
mental retardation, attention deficit disorder with hype-
ractivity, large ears and a history of familial mental retar-—
dation followed by long face and autistic-like behaviour.

Conclusion

The six-item checklist improved the preselection of chil-
dren with suspicion of FXS, which was later confirmed by
molecular genetic techniques.

Key words:

Fragile X syndrome. Mental retardation. Behaviour pro-—
blems. Dynamic mutations. Molecular genetics. X chromo-
some .

INTRODUCCION

El sindrare del cromosoma X fragil es la causa here—
ditaria més frecuente de retraso mentall. Fh la actuali -
dad hay descritos més de cien sindrares diferetes licg—
dos al cromosoma X que cursan con retraso mental? y
se estima que entre el 40 y el 50 $ se deoen al sindro-
me X frégil3™.

Este sirdrare afecta a 1/1.250 varones y 1/2.500 mu-—
Hres®®, si bien estudics posteriores estimaron la preva-—
lencia en 1/4.000 varcnes y a 1/6.000 mijeres’. Se here-
da como un trastorno mendeliano de tipo dominante
ligadb al cramosoma X, con penetrancia incompleta di-—
ferente segin el sexo (el 80 % en varones y el 30 % en
mujeres) y expresividad variable®. El mecanismo princi-
pal que causa este sindrome se describe dentro de una
nueva clase de anomalias llamadas mutaciones dindmi -
cas, producidas por la expansién andmala de una serie
e trinxledtidos trirrepetidos, que provocan una antici -
pacién genética mediante la cual el grado de afectacién
el sindrome aumenta (debido a una mayor expresivi-—
dd) a lo largo de gereraciones sucesivas. Asi, en el sin-—
drare X fragil se dbserva un incremento en el nimero
de afectados en las generaciones sucesivas, 1o que se co-—
noce como paradoja de Sherman®?. El mecanismo mo-—
leaular cel sindrare X fragil consiste en una expansion
de la secuencia CGG mayor de 200 rspeticiones (en con-—
diciones normeles, esta repeticién de caracter polimdrf-
@, cscila entre 6 y 50), en ua regién no codificante del
primero de los 17 exones del gen FMR1 en el cromoso—
ma X. Esto produce una metilacién de la isla CoG adya—
cente, lo aual a su vez inpice la expresidn de la praei -
na FMRP, cuya ausencia se traduce en el fenotipo X
fle:gﬂm 6

las caracteristicas fenotipicas el sindrome varian se-—
gm el sexo y la edad del individuo afectado®®. Ias més
comunes son dismor fia facial, anamwlias ortopédicas,
ananalias cardiacas, manifestaciones en varios tejidos y
disfunciones endocrinas que son méas llamativas en el va-—
én?? . Ademds, la mayoria de los enfermos presentan
hiperactividad y problemas de atencién. El lenguaje de

los pacientes afectados es pdorey repetitivo, tienen de—
srganizacién del pensamiento con ideas agrupadas que
son camnicadas de una forma rdoida y dificil ce enten—
der. las mujeres afectadas presentan problemas de aten—
cidn y tendencia a la distraccidn, pero habitualmente sin
una hiperactividad demasiado llamativa. El grado de afec—
tacién intelectual ce los varoes varia desce la dificultad
el gorendizaje con un cociente intelectual en el limite de
lorormal, hasta deficiencias graves que se modifican con
la edad. las mujeres suelen mostrar un retraso mental
mas leve, aunque también pueden sufrir problemas de
gorendizaje escolar? .

Como primer paso para la deteccién de los pacientes
con sospecha de sindrare X frégil, el médico debe pres—
tar mudha atencidn a los aspectos clinicos. Ia gran varia—
bilidad expresiva cel sindrare dificulta la presuncién
diagndstica.

Desce el descubrimiento del gen FMR1 con 27 exones?,
localizado en el loous FRAXA (X27.3), se estén emplean—
do técnicas de genética molecular muy exactas en el
diagnéstico de este sindrome®%, pero debido a su cos—
te no pueden aplicarse masivamente en todos los indivi-—
duos sospechosos, v es necesario realizar una seleccidn
revia. En el presente trdmajo se valora la utilidad de un
test de seis criterios clinicos para seleccionar los indivi—
duos candidatos, comparando el resultado con el estudio
molecular para practicar estudio molecular.

MATERIAL Y METODOS

Poblacion

Se estudiaron 70 pacientes con edades comprendidas
entre 2 y 10 afios, procedentes de la Unidad de Neuro-—
pediatria del Hospital Clinico Universitario de Valladblid y
del Hospital Central de Oviedo. Todos presentaban di -
verso grado de retraso mental de etiologia no clasificach,
y/o alteraciones en su conducta. Es estudio fue prospec—
tivo para el diagnéstico molecular y rexospectivo para la
valoracién cel test clinico.

Modelo de ficha

Tras el estudio de los antecedentes bibliograficos 7?7 =
seleccionaron 6 pardmetros clinicos para confeccionar
ua fidwa de recogida de datos. A cada uno se le estimd
una puntuacién de 0 a2 y la sura total posible oscild en—
rel0 y 12 (tala 1.

Técnicas de diagnéstico molecular

Camo material bioldgico se utilizé ADN obtenido de
células nucleadas de sangre periférica ce los paciantes se—
leccionados, mediante extraccién con ADN-szol® .

El primer paso diagnéstico se llevd a cabo mediante la
témica e reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) no
radiactiva, utilizando los cgbadores F y C de Fu®, en n
termociclador PCR System 2400 (Perkin Elmer®). Con el
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TABLA 1. Test clinico de preseleccién de sindrome X fragil

Pardmetro 0 1 2 Puntuacidén
Retraso mental (CI) > 85 70-85 <70 01 2
Historia familiar ce

retraso mental No MPF MXMR 0 1 2
Facies alargada No Algo Presente 0 1 2
Orejas grandes No Algo Presentes 0 1 2

Déficit de atencién
y/o hiperactividad No Hiperactividad Ambos 0 1 2
Trastarnos con

conducta autista*  No Una Mis deuna 0 1 2

[ ]

*Conducta autista: defensa téactil, lenguaje repetitivo, aleteo de manos y escaso
aontacto visual.

**MEs de 5 puntos: sospecha de sindrare X frégil.

CI: cociente intelectual; MPE: alteraciones psiquidtricas en familiares de sexo
ferenino de origen materno; MAVR: historia en la familia materm ce retraso
mertal ligadb al cromosoma X.

Takal**

roducto amplificado se realizd ua electroforesis en el
de poliacrilamida desnaturalizante y posterior tincidn con
plata para visualizar las bandas dotenidas. Se considera-—
ron normales los pacientes que presentaron menos de
50 repeticiones cel triplete 035; premutados cuando te-—
nian etre 50 y 200 y con expansién conpleta (sindrome
X frégil) si el niero era superior a 200.

Caro segundo paso diagndstico, para confirmer los ca-—
sos positivos, se utilizd la témica ce Southern-blot, pues
muchas veces no es posible amplificar mediante PCR ale—
los con elevado numero ce repeticiones. Se aempled la
sonda ADN Fragile X CHEMI® ce 1 kb marcada con dio-
xigenina y el k& Sure Blot CHEMI®.

Métodos estadisticos

Para valorar la significacién estadistica de los datas cli—
nicos recogidos en la fidwa, se utilizd la pnda exacta de
Fisher . Taoién se gplicd el test de regresidn logistica qe
permite estudiar de forma similtdnea los distintos predic—
tres. Estos cAladlos estadisticos se hicdleron con la ayuda
el programa Stat View (Boacus Inc., Berdkey, Califorrmig,
EE.UU.) . Cano indices de valoracién de los resultados se
tomaron los concsptos de sensibilidad y especificidad y
resp relativo (RR) de presatar el sindrome.

RESULTADOS

De los 70 pacientes varones estudiados, 56 (80 %) mos-—
taron menos de 50 repeticiones CGG vy se consideraron
normeles, y 14 (20 %) presentaron la expansién comple-—
ta con mas de 200 repeticiones del mencionado triplete.
SAlo 2 de 56 (3,6 %) pacientes sin expansién CGG alcan—
zaron los 6 puntos en el test clinico, mientras que 1o hi-—
cderon 14 (100 %) que la presentaban (fig. J).

Sensibilidad y especificidad de los parametros clinicos
Los criterios con mayor sensibilidad fueran el retraso
mental (100 %) y el d&ficit de atencién (100 %), y los més
especificos la presencia de orejas grandes (96,4 %) v la
historia familiar ce retraso mental (89,3 %) (tabla 2.

Riesgo relativo de los parametros del test

Fl dato clinico aon més alto riesgo fue 1a historia fami -
liar ce retraso mental (RR, 16,84) sequido de las orejs
grandes (RR, 5,67). Estos dos datos también fueron los
més significativos en el estudio conjunto por regresién lo—

Casos

Figura 1L Puntuacién de los
pacientes sospechosos de sin-—

drare X fréagil. Todos los casos
compr obados de sindrome X
fragil (barras negras) mostra-—
ron una puntuacién igual o su-—

Il Con mutacién
B Sin mutacion

perior a 6. Por el axtrario, esta
puntuacién uUnicamente la al-—

0 2 4 6 8
Puntos

canzaron 2 de 56 pacientes en
los que se sospechabs, pero lte—
go no confirmados por técnicas
moleculares (carras grises).

10 12
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TABLA 2. Valor de los parametros clinicos en el diagnédstico de sindrome X fragil

‘i .,
Pardmetro Retraso mental Historia familiar Facies alargada Orejas grandes pe lu,t g atén?lon Conducta autista
y/o hiperactividad
Sensibilidad (%) 100 85,8 71,4 85,7 100 64,3
Especificidad (%) 16 89,3 73,2 9%, 4 2,1 2,9
Risgo relativo NC 16,8* 4,4 5 7% NC L1

*Sujeto a sesgo de recuerdo. **Sujeto a sesgo de seleccidn.
NC: no calculable.

gistica (tabla 3. El retraso mental y la conducta autista se
resentaron significativamente asociados en nuestra
mestra. El 63,2 % de los pacientes con retraso nmental te—
nian carmportamiento autista, frente al 37,5% en los pa—
cletes sin retraso ®R, 1,7). la facies alargada y las ore—
Jas grandes también se asociaban. El estimador odds ratio

(R) para la historia familiar fue 58,49 (intervalo de con—
fiarza [IC], 8,0-426,4) con p = 0,0001 y el estimador CR
rara las arejas grances fie 9,88 (G, 1,2-81,7) conp = 0,033.

DiscusiON

Al plantearnos usar una ficha como posible método de
reseleccidn, se descartd el test ce Hagermen et al'® que in-
cluyen 13 pardretros clinicos, usa damasiados items y, por
1o tanto, es més laborioso para el pediatra y el médico gene—
ral que suelen disponer ce tianpo limitado de consulta por
peciente. Por ello, se golidd el test de 6 pardmetras® a rmes-—
tra pdolacidn, surando nuestra experiencia a la previamen—
te dotenida con pablacicnes de Estados Unidos® y de Cro-—
acia?’ . Se valorar on diferentes factores para considerar el
mejor modelo, teniendo en cuenta que las estimaciones de
los riesgos estdn sujetas a sesgos e recuerdo, e clasifica—
cidn y de seleccidn. Asi, no pudieron calaularse ni el RR cel
retraso mental, ni del d&ficit de atencidn, ya que todos los
recientes presentalan estos datos clinicos. El mejor predic—
tar parece ser la historia faniliar y mejor modelo es el ans—
tituido por la amnsideracién similtérea e la historda familiar
vy lapresencia de orejas grandes o praninentes, teniendo en
cuenta ademds que todos presentan retraso mental, segui-—
cos ¢k 1a facies alargach v 1a coducta autista.

En nuestro estudio, todos los varones confirmados
como portadores ce la mitacidn para el sindrare X fragil
& 200 tripletes CGG) tenian al menos 6 puntos; por el
contrario, esa puntuacidn sdlo la alcanzaron 2 de 56 sin
mutacion (< 50 tripletes 03G). Sdore la base e la sos—
pecha clinica, estos 2 casos son candidatos idéneos para
el estudio molecular en busca de mutaciones puntuales
intragénicas, que se han descrito camo causa del sindro-
me en el 2-5% de los casos® .

Se valoraron la especificidad y la sensibilidad de cada
o e los 6 pardmetros clinicos recogidos en la fidw, re—
traso mental -historia familiar de retraso mental ~facies alar -
gada—arejas grandes Bficit de atencidn-conducta autista.
El retraso mental y el déficit de atencién alcanzaron la
méxima sensibilidad (100 %), mientras que los mas espe-—

TABLA 3. Parametros clinicos significativos mediante
el estudio de regresion logistica

Parémetros Estimador OR Intervalo de confianza P
Historia familiar 58,49 8,0-426,4 0,0001
Orejas grandes 9,83 1,2-81,7 0,033

OR: odds ratio.

cificos fueron la historia familiar de retraso mental
(89,3 %) v las orejas grandes (96,4 %) . Sin emrbargo, debe
considerarse que no se utilizé una muestra de pablacidn
general, sino casos “sospechosos” preseleccionados de
sindrare X fragil (sesgo de seleccidn), con lo cual las
especificidades estan infravaloradas.

Al evaluar ua historia familiar sienpre se produce un
sesgo de recuerdo por fallos ce la memoria del paciente
o su familia, y por la posible anisién del médico al tarar
la anamesis, y que no figuren antecedentes familiares no
siempre significa que no los haya. Tarbién nos enfrenta-—
mos a sesgos ce clasificacidn, la consideracién de oreps
grances es, en general, bastante suojetiva, a pesar ce la
existencia de criterios normalizados.

Fl rdesgo ce los distintos factores también fue evaluado
y su estimacidén estd sujeta a los anteriores sesgos. En
nuestros pacientes el camportamiento autista coincidiéd
o frecuencia con el retraso mental (63,1 %) mientras
ocurria més rara vez en los pacientes sin retraso (37,5 %) .
la cara alargada y las orejas grandes también son signos
asociados en nuestros casos, siendo 4,6 veces mas proba-—
ble que alguien tenga la cara alargach si tiere las oreps
grandes y 2,5 veces mas probable que tenga las oreps
grances si tiere la facies alargada.

Se dbservaron valores superiores a los hallados en el
ardlisis univariante ddoido a que en realidad se estaoa es—
timando el riesgo a través de la OR. Adamés para el pre-—
sente estudio tan sdlo se considerd la presencia o no del
signo diagndstico, para evitar subjetividad y debido a 1o
reducido de la muestra, sin tener en cuenta el grado. Esta
mejora y ajuste de la seleccidn de los pacientes se resli -
70 para mejorar la especificicad sin perder la sensibiliced.

Se valoraron diversos mocelos que consideraran de for—
ma similtdnea los distintos factores de riesgo. Dejando de
ladb el retraso mental, pues lo tenian todos los pacien—
tes, el nejor predictor fie 1a historda familiar, an las du—
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das inherentes al sesgo ya carentado. El mejor modelo
fie el qe ansideraa 1a historia familiar y la presencia
de orejas grandes ce forma similtanea. En el presente es—
tudio, todos los varones con mutacién campleta tenian
fenotipo caracteristico con retraso mental y déficit de
atencidn y/o hiperactividad.

En conclusidén, el empleo del test clinico con 6 pard-—
metros ayuda al pediatra a seleccionar nifios con sospe-—
cha de sindrare X fragil que se benefician del estudio
molecular. Asi descience el nmirero de muestras estudia-—
das por el geretista y, en nuestro caso, hubiera supuesto
un ahorro de 52 muestras (74,3 %) . Esto se traduce en un
diagndstico més precoz y, con ello en un coamienzo mas
tenmprano de los tratamientos rehabilitadores que, sin
duda, mejorara la calidad de vida de estos pacientes y de
sus faniliares a la egpera e que en el futuro pueda dis-—
ponerse de un tratamiento genético corrector.
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