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Correlacion clinico-molecular en nifias
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RESUMEN

Introduccién. El sindrome de sitio fragil del X (Fra-X) es la
causa mas frecuente de retardo mental (RM) heredable, con un
patron de herencia ligado al X dominante. Su incidencia en
mujeres se estima en 1 cada 2.500. En los varones, el RM esta
asociado a un fenotipo clinico-conductual que permitié elabo-
rar un sistema de puntaje de signos para facilitar su deteccién
clinica.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la utilidad de
dicho sistema de puntaje en una poblacién de nifias con retardo
mental. Se realizé para ello un estudio comparativo entre los
hallazgos clinicos y los resultados de los estudios moleculares.

Material y métodos. Durante un periodo de 6 afios se
seleccionaron 49 nifias con retardo mental sin diagndstico que
consultaron al Servicio de Genética del Hospital “Dr. J. P.
Garrahan”. Se aplicé a cada una de ellas un sistema de
seleccién compuesto por 16 signos clinico-conductuales, adju-
dicando un punto por signo. Se realizaron estudios citogenéticos
y moleculares para diagnéstico de Fra-X y evaluacion
psicopedagdgica.

Resultados. El diagnéstico de Fra-X se realiz6 en el 36,7%
del grupo por estudios moleculares. La aplicacion del sistema
de puntaje clinico mostré una importante dispersion comparan-
do el grupo de nifias afectadas (Fra-X) y el de no afectadas, con
una amplia zona de superposicion. Estos resultados demues-
tran que los criterios clinicos no son suficientes parala deteccién
de esta patologia en nifias. Sin embargo, los siguientes signos,
seleccionados por regresién logistica, sélo resultaron
orientadores para sospechar esta patologia en nifias con RM:
historia familiar de varones afectados, halux ancho, cara larga,
paladar alto y trastornos del lenguaje.

Palabras clave: Fra-X, retardo mental en nifias, retardo mental
ligado al X.

INTRODUCCION
El sindrome de sitio fragil del X (Fra-X o sindro-
me de Martin-Bell)! es la segunda causa mas
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SUMMARY

Introduction. Fragile-X syndrome (Fra-X) is the most com-
mon inherited form of mental retardation (MR) with an unusual
dominant X-linked genetic trait. It has an incidence of 1/2.500 in
females. Mental retardation in Fra-X males is associated with
phenotypic and behavioral abnormalities. In account of this
clinical score could be elaborated for Fra-X screening.

In this report we compare clinical findings and molecular
results in a group of mental retarded girls in order to establish
the screening usefulness of the clinical score to detected Fra-X.

Material & methods. 49 mental retarded girls without spe-
cific diagnosis attending the genetic department of Garrahan
Hospital, were selected for study. A clinical score with 16
physical and behavioral signs was applied to each girl, giving
one point for each sign. Cytogenetic and molecular studies for
the Fra-X site and neuropsychological evaluation were per-
formed to all them.

Results. Molecular studies confirmed Fra-X diagnosis in
36.7% of this MR female group. The correlation of clinical
findings using the score and molecular results between Fra-X
affected and non-affected girls, showed a great dispersion.
These results demonstrate that clinical criteria alone are inad-
equate for Fra-X screening in MR girls. Nevertheless, the
following clinical signs showed to be useful applying logistic
regression: positive family history with affected males, wide
hallux, long face, high palate and linguistic dysfunction.

Key words:Fra-X, mental retardation in girls, X-mental retarda-
tion.
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frecuente de retardo mental (RM) de origen
genético, después del sindrome de Down y la
primera de etiologia heredable.?

La prevalencia histdricamente reconocida es de
1 cada1.200varonesy 1 de cada 2.500 mujeres.3#
Una reciente revision, basada en estudios
moleculares, la estima en 1/4.000. Esta disminu-
cion puede deberse al acceso a técnicas diag-
nosticas mas precisas y al resultado de afios de
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deteccion y asesoramiento familiar.®

Martin y Bell describieron varones con esta
forma de RM en 1943 con un tipico patron de
herencia ligada al X. En 1971, Escalante® fue el
primero en informar acerca de RM en mujeres
asociado con el marcador del cromosoma X; estas
mujeres presentaban algunos de los signos fisicos
descriptos en los varones afectados.

En 1969, Lubs’ describio la presencia de un
sitio fragil en laregion Xg27.3 del cromosoma X en
cultivo de linfocitos de varones afectados.®®

En el afio 1991, se describio, a nivel molecular
la amplificacion de una secuencia trinucleotidica
repetida (CGG)n en el extremo 5’ no traducido del
gen FMR-1 localizado en Xq27.3.1%12 Esta secuen-
cia (CGG)n de longitud variable en la poblacion
normal presentaunrango de 6 a 56 repeticiones. 3
Los varones transmisores normales (VTN) y las
mujeres portadoras poseen de 57 a 200 repeticio-
nes, genotipo denominado premutacion. Los indi-
viduos con manifestacién fenotipica presentan una
amplificacion del trinucleotido por encima de las
200 repeticiones, genotipo denominado mutacion
completa.®® El paso de premutacidon a mutacion
completa solo ocurre cuando la mutacion es trans-
mitida por una mujer.

La expansion de la secuencia (CGG)n esta
asociada a una metilacion anormal de la region
promotora que conduce a un silenciamento del gen
FMR-1 y ausencia de la proteina FMRP en los
individuos afectados.'#*> En modelos animales, se
observé que la ausencia de FMRP en células del
sistema nervioso central impediria la sintesis de
las proteinas involucradas en la maduracion
sinaptica.®

El retardo mental, en grado variable, esta pre-
sente en todos los varones y en aproximadamente
el 50% de las mujeres que presentan la mutacién
completa.

Una serie de signos fisicos y conductuales pre-
sentes en varones afectados permitié elaborar un
sistema de puntaje clinico de seleccién que resultd
ser eficaz al ser validado con pruebas de laborato-
rio.’” Sin embargo, existe controversia entre los dis-
tintos autores sobre la presencia de rasgos distinti-
vos en las mujeres afectadas.’®?°

Con el objeto de aportar nuestra experiencia en
este tema, efectuamos un estudio de casos y
controles en una poblacién de nifias con retardo
mental.

Una vez identificadas las pacientes con esta
enfermedad se investigaron los cocientes intelec-
tuales.
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OBJETIVOS

Nuestro objetivo fue investigar si el puntaje
clinico de seleccién aplicado en la deteccion de
varones con sindrome de sitio fragil del X,'” nos
permitia la deteccion de las nifias afectadas. Para
ello realizamos una correlacion entre el sistema de
puntaje clinico y los hallazgos citogenéticos y
moleculares.

MATERIAL Y METODOS

Desde abril de 1989 hasta abril de 1995, sobre
un total de 4.084 nifios con RM que concurrieron al
Servicio de Genética del Hospital “Dr. J. P.
Garrahan” seleccionamos 67 nifias con RM sin
diagndstico. Se excluyeron de la muestra las pa-
cientes que tenian etiologia conocida, ya sea por
causas cromosémicas, génicas, embriopaticas y
aquellos retardos asociados a microcefalia o ano-
malias congénitas multiples.

Se eliminaron 18 pacientes que efectuaron sélo
el estudio cromosdémico pero no el estudio
molecular. Las 49 nifias fueron evaluadas por un
equipo interdisciplinario compuesto por genetista
clinico, neuropediatra, psicopedagoga, cito-
genetista y bidlogo molecular.

Se efectud en todas ellas un examen clinico
aplicando el sistema de puntaje ya utilizado en la
deteccion de varones, compuesto por la combina-
cion de 16 signos clinicos y conductuales? (se
suprimié el macroorquidismo y se agrego el halux
ancho, que fue encontrado en el 60% de los varo-
nes afectados, siendo este dato estadisticamente
significativo comparado con el grupo control).

A cada item considerado positivo se le asigno
un punto en la evaluacién.

Puntaje clinico

Los 16 signos fueron:

1. Herencia familiar compatible con herencia
ligada al X. Dato recogido por anamnesis
sobre antecedentes genealdgicos.

2. Tallay perimetro cefalico en percentilo 50 o
mas. Se considerd un punto cuando ambos
parametros estaban en el percentilo 50 o por
encima de éste. Para esta medicion se utili-
zaron las tablas antropométricas de
Lejarraga, H. y Orfila, G.#

3. Orejas largas. Medidas con un centimetro
metalico. Se considerd positivo cuando el
tamafio estaba en percentilo 75 o0 mas.??

4. Orejas prominentes. Se considerd presente
este signo cuando estuvieron separadas mas
de 30 grados del hueso temporal, medido con
calibre de Vernier y transportador.
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5. Cara larga. Medida con calibre de Vernier,
desde la raiz de la nariz al borde inferior del
menton. Se considerd positivo cuando la
medida estaba en + 1 DE 0 mas.?3(Fotogra-
fia 1).

6. Paladar alto. Por evaluacion clinica cualita-
tiva.

7. Callos en dorso de dedos o manos. Por
observacion clinica.

8. Hiperlaxitud articular metacarpofalangica. Se
considerd positivo cuando, al evaluar la
dorsiflexion pasiva del segundo al quinto
dedo sobre una superficie plana, ésta era
igual o mayor a 90 grados.

9. Depresion del tercio inferior del esternén.
Por observacion clinica cualitativa.

10.Pobre contacto visual. Se manifesto en la
actitud de rehuir la mirada del observador.

11. Hiperactividad. Se considerd positivo al pre-
sentar signos de inquietud (p. ej. retorcerse en
el asiento, movimientos constantes de manos
o de pies, etc.) o conductas motoras
inapropiadas (p.ej. pararse, correr estando en

FotocraFia 1: Nifia de 15 afios, afectada.
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clase o mientras uno le habla).®

12.Estereotipias varias. Movimientos cortos y
rapidos como aleteo de manos, movimientos
giratorios y balanceo.

13.Autoagresiones. Se consideré positiva la
observacién de conductas autoagresivas dis-
tintas de morderse las manos, tales como
golpearse alguna parte del cuerpo con otra o
con objetos.
Los signos 10,11,12 y 13 se consideraron
positivos si estuvieron presentes en el mo-
mento de la entrevista o surgieron del relato
de padres, docentes o profesionales relacio-
nados con el nifio, habiendo persistido por
més de 6 meses.

14.Trastornos del lenguaje. Se incluyeron retar-
do en la adquisicidn, trastornos especificos
del lenguaje como taquifemia (disfuncion de
frecuenciay ritmo) y trastornos articulatorios
de la palabra.?¢

15.Retardo mental. La presencia de este signo
fue determinada al detectarse cualquier tipo
de retraso, detencion o reversion de las
pautas evolutivas por anamnesis y examen
clinico. En la edad escolar se agregdé como
parametro el fracaso en el aprendizaje. En
nuestra muestra, este item fue ampliado con
evaluacién del Cl por ser un protocolo de
investigacion. El Cl fue determinado por la
aplicacion de pruebas psicométricas admi-
nistradas por una psicopedagoga; cuando
estono fue posible se realizé un promedio de
las aptitudes motoras, del lenguaje y
adaptativas.

16.Halux ancho. Por evaluacion clinica cuanti-
tativa.

A cada item positivo se le asigné un punto en la

evaluacion.

Estudios citogenéticos

La diferenciacion cromosOmica en las prepara-
ciones para microscopia se obtuvo conbandas G.?#
Sobre este material asi tratado se determind el
cariotipo constitucional en 11 a 15 metafases. La
frecuencia del sitio fragil Xq27.3 se obtuvo por la
observacion de 100 metafases por paciente. Se
controld el poder inductor del Fudr sobre el cultivo
por la presencia de sitios fragiles comunes folato
dependientes en 3pl4 y 6g26.

El criterio de aceptacion de un cultivo como Fra-
X positivo fue la observacion de tres metafases con
Fra-X en un mismo cultivo o de dos metafases
positivas en dos cultivos consecutivos provenien-
tes de muestras extraidas en diferentes momen-
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tos. Estos criterios son algo mas exigentes que los
recomendados por Dewald et al.?®

Estudios moleculares

Se analiz6 el ADN gendmico (obtenido a partir
de linfocitos de sangre periférica) por la técnica de
Southern Blot.?® Con el fin de evaluar simultanea-
mente el tamafio de la region amplificada (CGG)n
y el patrén de metilacion de la isla CpG adyacente
se utilizaron las enzimas de restriccion EcoR1 y
Eagl® en doble digestion. La sonda empleada
para la deteccion de los fragmentos de interés fue
StB12.3 (gentilmente cedidas por el Dr. J.L.
Mandel).

Procesamiento de datos

Los datos obtenidos fueron volcados a la base
de datos del programa de investigacion epide-
miolégica Epilnfo y procesados con los analizado-
res estadisticos del mismo.3!'Para la realizacién de
la regresion logistica se utilizo el programa esta-
distico SPSS.*? Se consideré como variable de-
pendiente el estudio molecular y como variables
independientes los 16 signos clinicos.
Estudios psicopedagégicos

Las pruebas usadas en las pacientes fueron:

En pacientes menores de 3 afios: Bayley®y
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CLAMS.*

En pacientes de 3 a 6 afios: Hora de juego
psicopedagdgica,*® dibujo de figura humana,3¢*
patron gréafico,®® Terman * en pacientes con ClI
menor de 69. Prueba de inteligencia WPPSI|.%°

En pacientes de 6 a 12 afios: Hora de juego
psicopedagégica, dibujo de persona que aprende,
Bender, Wisc I11*°, prueba de Terman en pacientes
con Cl menor de 69.

En pacientes de 12 a 17 afios: Historia de apren-
dizajes, dibujo de persona que aprende, Wisc llI,
prueba de Terman en pacientes con Cl menor de
69.

Enrelacion al grado de retardo mental, se utilizé
laescalade Clde Freeman adaptada por Fejerman®
hasta Cl de 69; para cocientes intelectuales supe-
riores a 69 se usé laescala de Wechsler.En todos
los casos se correlacionaron las pruebas
psicométricas y proyectivas con la historia vital.

RESULTADOS

Se analiz6 la amplificacion de la region CGG y
el estado de metilacion de las secuencias adya-
centes (Fotografia 2) en las 49 nifias que cumplian
con los criterios de inclusién previamente defini-
dos. De acuerdo a este resultado se obtuvieron dos
grupos:

® @ &
_DQ# éﬁ HOeO O

Fotografia 2: Muestras de ADN digeridas con las enzimas Eco Rl + Eagl e hibridizadas con la sonda
StB12.3. Las flechas indican el tamafio de los fragmentos que corresponden al cromosomanormal activo
(2,8 kb) e inactivo (5,2 kb). F indica laregion donde se ubican los fragmentos de mutacion completa. P
la region de premutacion.
Los simbolos: [ hrén)y (muO) en blanco representan individuos normales; en negro, afectados y con
un punto central, portadores premutados.
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a) Afectadas

18 nifias (36,7 %) con mutacion completa (una de
ellas con mosaico de premutacién y mutacion com-
pleta), pertenecientes a 14 familias no relacionadas.
Dos de ellas eran las Unicas afectadas en la familia.
El rango etario fue de 2 a 16 afios (x 8,0). El puntaje
obtenido fue ampliamente variado, con valores entre
3 y 13 puntos (Gréfico 1). El déficit cognitivo se
distribuyé mayoritariamente entre fronterizo y leve
(83,41%) (Graéfico 2). El estudio cromosémico fue en
todas ellas positivo, con porcentajes variables entre
4y 50% de las metafases analizadas.

b) No afectadas

31 nifias (63,3 %) correspondientes a 30 fami-
lias presentaron ambos alelos en el rango normal.
En una de ellas, el estudio cromosémico fue posi-
tivo en un 5% de las metafases analizadas (falso
positivo). No se observaron en este grupo otras
anomalias cromosémicas. El rango etario fue de 2
a 17 afios (x 6,84) y el puntaje vari6 entre 2 a 8
puntos mostrando una amplia superposicion con el
grupo anterior (Grafico 1). El déficit cognitivo se
distribuy6 mayoritariamente entre leve y moderado
(89,3 %) (Grafico 2).

Los 16 signos utilizados en la evaluacion clinica
fueron analizados por el método de regresién
logistica considerando como variable dependiente
al estudio molecular y como variables indepen-
dienteslos 16 signos clinicos. Este analisis demos-
tré que las variables orientadoras en el grupo de
afectadas con sindrome de sitio fragil del X, por
orden de jerarquia son: 1) historia familiar de varo-
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nes afectados con retardo mental; 2) halux ancho;
3) cara larga; 4) paladar alto y 5) trastornos del
lenguaje.

La deteccion de un minimo de 4 de estos 5
signos en la poblacion estudiada tiene una sensibi-
lidad de 44,44% y una especificidad del 100%. El
valor predictivo positivo es de 100% y el valor
predictivo negativo es de 75%; por lo tanto, estas
variables pueden ser orientadoras pero no sufi-
cientes para efectuar presuncion clinica.

Los estudios citogenéticos tuvieron una sensi-
bilidad del 100% y una especificidad del 96,77 al
ser comparados con la certeza diagnostica de los
estudios moleculares. En nuestro trabajo la sensi-
bilidad y la especificidad son mayores a las des-
criptas en otros grupos. Esto puede deberse a que
los estudios citogenéticos fueron siempre realiza-
dos por un mismo observador.

DISCUSION

El puntaje clinico de seleccidn no resulté eficaz
para la deteccion de nifias afectadas. Las mujeres
con la mutacién completa para el sindrome de sitio
fragil del X pueden presentar una gran variabilidad de
signos clinicos y conductuales.

Por su certeza diagnéstica, los estudios mole-
culares fueron elegidos para la seleccién de los
grupos; sin embargo, es de destacar que en todas
las nifias afectadas los estudios citogenéticos fue-
ron positivos.

De los signos orientadores seleccionados con
analisis de regresion logistica, la historia familiar
puede ser un sesgo de nuestra muestra, ya que
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GRAFICO 1
Comparacion del puntaje pediatrico
entre mujeres Fra-X detectadas molecularmente y Fra-X negativas
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varias nifias del grupo fueron referidas a la consul-
ta por la deteccion previa de un varén afectado. De
las 18 nifias del grupo de afectadas, 4 consultaban
por primeravezy 2 de ellas eran las Unicas afecta-
das en la familia.

A partir de la deteccién de un nifio o nifia
afectada, la evaluacion clinica, psicopedagogica,
citogenética y molecular se amplié a los familiares
en riesgo. Se detectaron 23 mujeres con la muta-
cion completa entre los familiares (madres, tias,
hermanas, abuelas); un 52% de ellas tenia cocien-
tes intelectuales normales. Este dato coincide con
lo descripto en la literatura ya que se reconoce que
s6lo un 59% de las mujeres con la mutacién com-
pleta tiene algun grado de déficit intelectual.*®

Los portadores premutados (varones y muje-
res) solo pudieron ser detectados por analisis
molecular, no presentaron signos clinicos y los
estudios citogenéticos fueron normales.

CONCLUSION

El sistema de puntaje utilizado en este estudio no
permite la seleccion clinica de las nifias con retardo
mental por sindrome de sitio fragil del X. Sin embar-
go, los signos clinicos de historia familiar de varones
con retardo mental, cara larga, halux ancho, paladar
alto y trastornos del lenguaje serian orientadores
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para pensar en este sindrome cuando una mujer
presenta retardo mental.

En toda nifia con retardo mental no asociado a
malformaciones o fenotipos especificos se debe
solicitar estudio cromosémico con bandeo G, a fin
de descartar otras patologias cromosomicas, y
estudio molecular de la amplificacion CGG para
diagnostico de esta entidad.

Un equipo interdisciplinario permite extender la
accion hacia la familia, brindar el adecuado aseso-
ramiento a las personas en riesgo y la contencion
al nucleo familiar. La organizacion de talleres para
padres ayudd a acceder al conocimiento de la
enfermedad, a elaborar las dificultades de acepta-
cion de la discapacidad del hijo y a promover
propuestas creadoras para lograr un mejor desa-
rrollo de aprendizajes e interaccion social de los
nifios.
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