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Tamizaje clinico y analisis de mutaciones
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caracteristicas clinicas del sindrome de X-fragil
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Resumen

Introduccion: El sindrome de X fragil (SXF) es una causa frecuente de retraso mental (RM), se presenta
en 1 de 4 000 hombres y en 1 de 8 000 mujeres. A nivel molecular existen principalmente tres tipos de
alteraciones: premutacion, mutaciéon completa y mosaicos, todas las cuales corresponden a amplifica-
cion del trinucledtido CGG localizado en el primer exon del gen FMR1: las premutaciones presentan
entre 52 y 200 repetidos; las mutaciones completas, sobre 200 CGG, presentan hipermetilacion de la
region promotora del gen FMR1 e inhibicion de la expresion de la proteina FMRP, causante del RM y
dismorfias caracteristicas de este sindrome. Los mosaicos presentan mutacién completa y premutacion
o metilacion parcial del gen FMR1. Los pacientes con SXF son diagnosticados clinicamente segun un
protocolo de tamizaje que considera 15 caracteristicas clinicas que entrega un puntaje maximo de 30
puntos en individuos afectados. Objetivo: Definir criterios clinicos especificos para poblacion chilena que
ayuden a identificar a los individuos que deban ser sometidos a estudios moleculares confirmatorios de
SXF. Pacientes y Método: Se consideraron 99 pacientes varones referidos al INTA por presentar retraso
mental y caracteristicas clinicas sugerentes del SXF; a todos se les realizd evaluacion clinica utilizando
el protocolo descrito por Buttler y estudio molecular con andlisis directo del gen FMR1 por Southern blot.
Resultados: 23 de los 99 pacientes estudiados presentaron una mutacion en FMR1 y puntaje clinico
entre 16 y 27 puntos; los 76 casos restantes con puntajes clinicos entre 10 y 26 puntos, no presentaron
mutacion en el gen FMR1. Se evaluaron las caracteristicas clinicas en ambos grupos y se observé que
4 de ellas se asocian significativamente a la mutacion, siendo tres de ellas independientes de la edad de
los pacientes. Conclusiones: Con estos resultados y a fin de optimizar el estudio molecular directo del
gen FMR1, proponemos que el criterio de seleccién de pacientes sea a través del examen clinico y que
todo individuo con puntaje > 15 puntos debe ser sometido al estudio molecular.

(Palabras clave: retraso mental, amplificacion de tripletes repetidos, gen FMR1, sindrome Xq fragil).
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Clinical screening and FMR1 gene mutation analysis in male patients with
Fragile X syndrome

Background: Fragile X syndrome (FXS) is the most prevalent cause of inherited mental retardation in
males, with an incidence of 1/4 000 males and 1/8 000 females. 3 molecular alterations have been
identified: permutation, full mutation and mosaics, where expanded CGG repeats in the 5 region
surrounding FMR1 gene promoter. Individuals with permutation present between 52 and 200 repeats,
whereas full mutations with more than 200 repeats show impaired gene transcription by hypermethylation
of FMR1 gene promoter region and absence of FMRP protein, producing mental retardation and
specific FXS clinical characteristics. Objective: The FXS clinical diagnosis is performed using a
protocol that considers 15 characteristics; however, the phenotypical differences difficult the exact
identification. Method: 99 male patients referred to INTA with mental retardation and clinical characteristics
suggesting FXS were evaluated. Results: 23 cases present FMR1 full mutation with clinical score 16 to
27 points and 76 cases without mutation with clinical score 10 to 26 points. Comparing both groups, 4
clinical characteristics were significantly different and 3 of them were frequently associated with full
mutation, independent of age. Conclusions: In order to optimize the molecular study of FMR1 gene, the
selection of patients should include a clinical screening, so that the study is performed in individuals

with clinical score > 15 points.

(Key words: mental retardation, triplets amplification, fragile X syndrome).
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INTRODUCCION

El sindrome de X fragil (SXF) es la cau-
sa mas frecuente de retraso mental (RM)
familiar de origen monogénico, con una inci-
dencia estimada de 1 en 4 000 hombres y 1
en 8 000 mujeres'?. Este sindrome se trans-
mite como un rasgo dominante ligado al X
con penetrancia incompleta (80% en hom-
bres y 30% en mujeres) y es causado por
una amplificacion del repetido CGG, en la
region no transcrita hacia 5’ del promotor
del gen FMR1 ubicado en el locus FRAXA
del cromosoma X, en Xq27,3°.

El clonamiento del gen y el estudio de
familias afectadas han permitido identificar
la mutacion en los individuos afectados con
SXF, entender el modelo inusual de heren-
ciay entregar las herramientas para la iden-
tificacion de pacientes y portadores®.

Como parte del locus FRAXA existen
amplificaciones inestables del trinucledtido
(CGQ) n localizadas en el primer exon del
gen FMR1. El repetido CGG es polimorfico
en la poblacion general; presenta alelos de
6 a 54 CGG interrumpidos en la mayoria de
los casos por 1 6 2 secuencias AGG que le
confieren un grado variable de estabilidad®.

En la poblacion chilena se ha determinado
que el alelo normal mas frecuente es de 29
a 30 repetidos CGGE.

Las alteraciones hasta ahora descritas
en este gen incluyen: a) premutaciones que
involucran entre 55 y 200 repetidos CGG,
presentan metilacion normal del locus FRAXA
y no son afectados por el retraso mental
asociado al SXF; b) mutaciones completas
que involucran mas de 200 repetidos CGG
y que se asocian a un fenotipo anormal y
C) mosaicos que se presentan como muta-
cion completa y premutacion o bien muta-
cion completa con metilacion parcial en un
mismo individuo.

Estas amplificaciones del triplete CGG
aumentan de generacion en generacion de
manera que una premutacion en la madre
puede transformarse en una mutacion com-
pleta en su descendencia; la amplificacion
es mayor en generaciones sucesivas espe-
cialmente cuando el gen es transmitido des-
de la madre al hijo hombre?s8,

Los individuos portadores de alelos pre-
mutados (de 55 a 200 CGG) y metilacion
normal, en general no son afectados por el
retraso mental, sin embargo, 20 a 25% de
ellos tienen orejas prominentes, desoérdenes



36 Alliende A. y cols.

psiquiatricos y/o falla ovarica prematura en
mujeres. Se ha informado recientemente un
subgrupo de hombres y mujeres con pre-
mutacion pueden desarrollar el sindrome de
temblor y ataxia asociado a X fragil (FXTAS),
después de los 50 anos®.

Los pacientes con mutacion completa
presentan grandes expansiones del triplete
CGG, entre 230 a mas de 1 000 CGG, ge-
neralmente asociadas a hipermetilacion del
locus en la region promotora del gen FMR-1;
sin embargo, en alrededor de 15% de los
pacientes la mutacion se presenta en mo-
saico, pudiendo ser del tipo premutacion vy
mutacion completa o también presentarse
como una gran amplificacion pero con
metilacion parcial del locus'®'.

En general, las mutaciones completas
coinciden con la metilacion de la region
promotora del gen FMR1 incluyendo el repe-
tido CGG. Estas alteraciones producen el
bloqueo de la transcripcion del gen FMR1,
ausencia de la proteina FMRP y el consi-
guiente efecto fenotipico de RM y dismorfias
caracteristicas de este sindrome'?. A partir
de casos de mutacion completa sin metila-
cion, que expresan la proteina FMRP y que
presentan desarrollo mental dentro de limi-
tes normales se ha podido establecer que el
factor mas importante en el origen de la
enfermedad y sus manifestaciones fenotipicas
es la metilacion y no la expansion por si
misma y que el nivel de metilacion de la
region promotora del gen esta directamente
relacionado con la expresion de FMRP'31°,

Actualmente, los pacientes con SXF son
diagnosticados clinicamente siguiendo el
protocolo de tamizaje descrito por Buttler et
al's, Este considera las siguientes caracte-
risticas clinicas: retraso mental, historia fa-
miliar de retraso mental, facies alargada, orejas_
grandes, prognatismo, hiperactividad, défi-
cit atencional, lenguaje repetitivo con histo-
ria familiar de retraso de lenguaje, hiperex-
tensibilidad de las articulaciones metacarpofa-
langicas, surco simiano, aleteo de manos,
morderse las manos, macrorquidismo y po-
bre contacto ocular. Otros autores han pro-
puesto reducir a 6 los items considerados
en el tamizaje clinico'. Sin embargo, en
funcion de la gran variabilidad fenotipica de
los pacientes con SXF, se estima que 65%
de los casos especialmente en poblacion
pediatrica, no han sido diagnosticados in-
cluso en centros especializados de genética
de paises desarrollados.
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OBJETIVOS

Definir criterios clinicos especificos para
poblacion chilena que permitan identificar mejor
a los individuos que deberian ser considera-
dos al momento de aplicar los estudios diag-
nosticos confirmatorios del SXF. En este
estudio presentamos las caracteristicas cli-
nicas mas relevantes que difieren significati-
vamente al comparar un grupo de pacientes
chilenos con mutacion completa en el gen
FMR1 y pacientes con caracteristicas clini-
cas sugerentes del sindrome de X fragil se-
gun el protocolo de Butler, normales para la
mutacion. En todos ellos se realizo analisis
directo de las mutaciones en el gen FMR1.

PacienTEs Y METODO

Muestra

La muestra incluye un total de 99
probandos hombres derivados al policlinico
de Neurogenética del INTA desde diferentes
centros del pais para evaluacion genética,
por presentar retardo mental y caracteristi-
cas clinicas sugerentes del SXF; algunos
de ellos con fundadas sospechas por pre-
sentar estudios citogenéticos previos. To-
dos ellos fueron re-evaluados clinicamente
utilizando el protocolo de tamizaje descrito
por Butler et al'®. El puntaje se completd por
antecedentes entregados por los padres y
por el examen fisico. Cada item recibid un
puntaje de 2 si la caracteristica estaba pre-
sente, 1 si habia estado presente, o si era
parcial o dudosa y 0 si nunca habia estado
presente. De esta forma el puntaje maximo
a obtener si todas las caracteristicas estu-
vieran presentes es de 30 puntos.

Analisis directo del gen FMR1 por southern
blot

A todos los pacientes se les extrajo el
ADN genodmico a partir de una muestra de 5
ml de sangre y se aplico el método de Southern
blot para el analisis de amplificados CGG
en el gen FMR1, segun protocolos estable-
cidos en el laboratorio de citogenética mole-
cular del INTA', Brevemente el método con-
siste en la doble digestion de 20 ug de ADN
con las endonucleasas de restriccion EcoR1
y Eagl, esta ultima es sensible a la metilacion
es decir que no corta cuando el DNA esta
metilado. Posteriormente, el gel es someti-
do a electroforesis y transferencia a una
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membrana de nylon Hybond N+ (Amersham).
Las membranas son hibridadas con la son-
da StB 12,3 proporcionada por JL Mandel
(INSERM, Francia), marcada con P dCTP
y visualizadas por autoradiografia'®?'. El cél-
culo del tamano de los fragmentos detecta-
dos por la sonda es determinado mediante
el programa DNA FRAG?* y expresado en
kilo pares de bases (Kpb).

El nimero de repeticiones CGG se de-
termina a partir de la diferencia de tamano
entre la banda normal y la banda con ampli-
ficacion. Para el célculo se considera como
normal 30 repeticiones CGG, correspondiente
al alelo mas frecuente encontrado en pobla-
cion chilena®.

Analisis estadistico

Para el analisis comparativo de las ca-
racteristicas clinicas se aplicd el test de
Fisher corregido por comparaciones multi-
ples®. Se calcul¢ la especificidad y sensibi-
lidad de los diferentes puntos de corte obte-
nidos con el protocolo de tamizaje de Butler
aplicado a pacientes chilenos®, realizando-
se un analisis del area bajo la curva de
ROC?. Para el andlisis de la relacion entre
el tamano del triplete CGG [(CGG)n] vy el
puntaje clinico de los pacientes con muta-
cion completa se utilizd el coeficiente de
correlacion no paramétrico de Spearman.

REesuLTADOS

La tabla 1 muestra la distribucién de pa-
cientes con mutacién completa (MC) e
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hipermetilacion del locus FRAXA, mosaicos
y normales para la mutacion, segun rango
de edad y puntaje clinico de los probandos
estudiados. En resumen se encontrd 76 pa-
cientes normales y 23 con una mutacion en
el gen FMR-1.

La aplicacion del protocolo de Butler'® como
tamizaje clinico en este estudio confirmé
ser un test efectivo también para pacientes
chilenos; permitiendo discriminar entre pa-
cientes mutados y no mutados. Al compa-
rar ambos grupos se determind que el proto-
colo de tamizaje utilizado es util para la
deteccion de pacientes con SXF segun el
analisis del area bajo la curva de ROC =
0,88 (IC 95%: 0,80-0,95). El examen visual
de la curva ROC indica que para un punto
de corte de 16 puntos la sensibilidad es
100% y la especificidad 44,7%; mientas que
en un punto de corte de 17 puntos, seria
86,9% y 57,9% respectivamente; y para 12
puntos (sefnalados por la literatura como el
punto de corte mas indicado para la selec-
cion de pacientes con SXF), muestra una
sensibilidad del 100% y especificidad de 5%.

En los casos de MC, el tamafo del frag-
mento observado en la autorradiografia va-
rio entre 6,2 y 12 kpb lo que corresponde a
una amplificacion de 224 a 2 330 CGG re-
petidos (figura 1a). En el mosaico se obser-
varon fragmentos de 7,1y 6,6 Kpb, corres-
pondientes a 747 y 293 tripletes CGG para
la MC y un fragmento de 2,9 Kpb corres-
pondiente a una premutacion de 113 repeti-
dos CGG. (figura 1b). En el caso de metilacion
parcial se observan fragmentos de tamafo
entre 6,2 y 7,2 Kpb correspondientes a una

Tabla 1. Distribucion de pacientes mutados y no mutados segun
rango de edad y puntaje clinico

Mutacion completa Mosaicos* No mutados
n =21 n =2 n=76
Rango edad
1-14 afos 17 0 73
15 - 27 anos 4 2 3
Promedio (afios) 9.7 %58 245+ 21 7,6 £4,0ns
Tamizaje clinico (puntos)
Rango 16 — 27 23-26 10 - 26
Promedio 21,9 + 3,1 17 16,1 = 3,5**

* Incluye mosaico mutacion completa/premutacion y mosaico mutacion completa y metilacion parcial.

**p < 0,0001
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Figura 1. Autorradiografia de Southern blot e hibridacion con la sonda StB 12,3 marcada con o.-32P [dCTP].
1A) Carril 1: Mujer normal. Carriles 2, 3 'y 4: Probando hombre con mutacion completa.

1B) Carril 1: Mujer normal. Carril 2: Probando con mutacion completa y premutacion (mosaico).

1C) Carril 1: Probando con mutacién completa y metilacién parcial. Carril 2: Mujer normal.

Tabla 2. Analisis estadistico de las caracteristicas clinicas en los 23 pacientes con Sindrome
de X fragil que presentan la mutacién (mutados) en relacion a los 76 pacientes no afectados al
anélisis molecular (no mutados)

Mutados No mutados
Caracteristicas clinicas* n/n total % (n/n total) % Valor p**

RDSM/RM 23/23 100 75176 99 NS
Orejas grandes 22/23 93 57/76 75 0,44
Macroorquidismo 11/23 50 14/74 19 0,45
Prognatismo 16/23 72 17/76 22 0,01
Historia familiar de RM 19/23 85 24/76 32 0,01 #
Hiperactividad 17/23 - 74 64/76 84 NS
Historia familiar de retraso de lenguaje 16/23 72 17/74 23 0,01 #
Déficit atencional 23/23 100 69/76 91 NS
Hiperextension articular 20/23 87 60/75 80 NS
Trastorno de lenguaje 22/23 98 72/74 97 NS
Aleteo de manos 15/23 67 44/76 58 NS
Fascie alargada 19/23 85 29/75 39 0,01 #
Surco simiano 4/23 17 16/75 21 NS

Se muerde las manos 8/23 37 34/76 45 NS
Pobre contacto ocular 13/23 57 40/75 53 NS

* Segun el protocolo de tamizaje clinico descrito por Butler et al. 1991 (14)
** P-value Test de Fisher (NS valor p no significativo)
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Figura 2. Andlisis de la relacion entre el tamano del repetido CGG ((CGG)n) del gen FMR1 y el puntaje

clinico de 23 pacientes con mutacion.

amplificacion de 363 a 696 repeticiones CGG
con metilacion del locus y fragmentos entre
2,8 'y 5,2 kpb correspondientes a amplifica-
cion entre 30 y 830 repetidos CGG, no
metilados (figura 1C).

En la tabla 2 se aprecian las 15 carac-
teristicas clinicas determinadas en los pa-
cientes mutados y no mutados. En el anali-
sis comparativo de cada una de las carac-
teristicas, 4 de ellas difieren significativa-
mente entre los dos grupos; destacando 2
de ellas que tienen relacién con la existen-
cia de otros familiares afectados (tabla 2).

Al hacer la correlacion entre el tamafo
del triplete CGG [(CGG)n] y el puntaje clini-
co de los pacientes con mutacion completa
se observa una tendencia a relacionar un
puntaje clinico alto con una mayor amplifi-
cacion; sin embargo, esta relacion no al-
canza a ser significativa con un coeficienté
de correlacion no-paramétrico de Spearman
Rho = 0,26 y valor p = 0,283 (figura 2).

Discusion

En el SXF el diagndstico molecular di-
recto por Southern blot e hibridacién con la
sonda especifica del gen FMR1 ha demos-
trado ser un método inequivoco para eva-
luar tanto el tamafo de la mutacién como el
estado de metilacion del locus FRAXA y un
método de alta sensibilidad y especificidad
para descartar o confirmar la condicion de
afectado en pacientes en los que la clinica

asi lo sugiere, especialmente en los casos
de mosaico?.

La literatura no es concluyente con res-
pecto a la clinica de los casos de SXF en
mosaico y/o metilacion parcial, por un lado
se ha mostrado que los individuos que pre-
sentan, en un porcentaje elevado de sus
células, una mutacion completa sin hiperme-
tilacion serian “altamente funcionales” con
un mejor desarrollo cognitivo, sin embargo,
recientemente se ha informado de retraso
mental mas grave en individuos con muta-
cion completa en mosaico?”?8, En esta mues-
tra de pacientes chilenos afectados con SXF
se identificaron mutaciones completas, una
mutacion en mosaico y una mutaciéon com-
pleta con metilacion parcial del gen, similar
a lo descrito para otras poblaciones®. Al
igual que en otros estudios estos dos casos
presentan puntajes especialmente altos en
el tamizaje clinico (tabla 1), lo que es con-
cordante con lo descrito por la literatura mas
reciente y obliga su estudio a través del
analisis directo del gen. Ademas ambas con-
diciones deben ser consideradas en el con-
Sejo genético que se entregue, especialmente
a los casos de diagnostico precoz?®.

Al igual que en otros estudios, el proto-
colo de tamizaje clinico descrito por Butler,
mostro ser una herramienta util para selec-
cionar mejor los pacientes con riesgo de
presentar un SXF, independientemente de
la edad. Los pacientes que no tenian la
mutacion presentaron en promedio un puntaje
clinico significativamente menor que los pa-
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cientes con mutacion (16,1 vs 21,9). Ade-
mas como se observa en la tabla 1 no se
encontrd diferencia significativa entre las
edades de los dos grupos estudiados por lo
que se podria decir que el menor puntaje
detectado entre los no mutados no estaria
influenciado por la edad®.

La literatura sugiere que 12 puntos seria
el punto de corte adecuado para la selec-
cion de pacientes con SXF, sin embargo,
dado que en nuestro estudio en ningun pa-
ciente portador de la mutacion se encontro
un puntaje clinico menor de 16 puntos, que
el punto de corte de 17 puntos tendria una
sensibilidad de 86,9% y especificidad de
57,9%, quizas el punto de corte se podria
aumentar a 16 puntos lo que circunscribiria
aun mas la poblacion a evaluar molecular-
mente. Sin embargo, sugerimos que seria
adecuado bajar el punto de corte a 15 pun-
tos para no correr riesgo de subdiagnostico.

Es importante equilibrar la importancia
de la sensibilidad y la especificidad en el
diagnostico de pacientes con SXF usando
las herramientas que hemos descrito. En
este sentido, creemos que es mas impor-
tante obtener una herramienta clinica de alta
sensibilidad, para predecir la posible pre-
sencia de la mutacion, dado que es menos
grave sospechar la presencia de mutacion y
encontrar un resultado normal en el estudio
molecular que dejar sin estudio a un indivi-
duo con mutacion completa. En este estu-
dio, es importante destacar que no fue posi-
ble el calculo de valores predictivos positi-
vos dado que se tomd un numero fijo de
pacientes en los que habia fundadas sospe-
chas por estudios citogenéticos previos de
que existia la mutacién, y se compard con
pacientes con retardo mental, algunos de
ellos con citogenética normal. Por ello,
tampoco es posible calcular en este estudio
la prevalencia de la mutacion en la pobla-
cion de pacientes con retardo mental. Ademas,
debido al limite poco preciso entre normali-
dad y enfermedad si se consideran solo los
parametros clinicos actuales y estimando
que existiria un 60% de los pacientes con
SXF sub-diagnosticados, se ha establecido
en el laboratorio del INTA la deteccion por
PCR de mutaciones y premutaciones como
método de tamizaje en nifos con retraso
mental de etiologia no precisada, tal como
ha sido sugerido para otras poblaciones®"#.

Otros autores han descrito que caracte-
risticas como macroorquidismo, frente pro-
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minente y orejas grandes son mas frecuen-
tes en pacientes con SXF solo en edades
post puberales; sin embargo, pobre contac-
to ocular e historia familiar de RM son va-
riables independientes de la edad del pa-
ciente®®. En la tabla 2 se muestran todas
las caracteristicas clinicas evaluadas de
acuerdo al protocolo de tamizaje de Butler,
tanto en los pacientes portadores de la mu-
tacion como en aquellos cuyo estudio
molecular fue negativo.

De las 15 caracteristicas clinicas consi-
deradas, cuatro muestran diferencias signi-
ficativas al comparar los dos grupos; éstas
son: historia familiar de RM, historia familiar
de retraso de lenguaje, prognatismo y fa-
cies alargada. De éstas, la Ultima tendria
relacion con la edad de los individuos ya
que se observa especialmente en individuos
de mayor edad, sin embargo, las otras tres
caracteristicas: historia familiar de RM, his-
toria familiar de retraso de lenguaje y
prognatismo no se relacionan con la edad y
son significativamente mas frecuentes en el
grupo de pacientes con mutacion que en los
individuos sin mutacion. Estas tres caracte-
risticas estarian entonces asociadas con
mayor frecuencia a la mutacion, indepen-
dientemente de la edad de los pacientes.
Es importante considerar que el anteceden-
te de que existan otros individuos con RM o
trastorno de lenguaje en la familia, confirma
el hecho de que esta afeccidn es habitual-
mente heredada y por lo tanto tiene un ries-
go aumentado de recurrencia.

Ademas, el macroorquidismo tradicional-
mente considerado como una de las carac-
teristicas mas relevantes al hacer el diag-
ndstico clinico de este sindrome, a la luz
de los resultados moleculares y al estudiar
un nuimero mayor de casos, aparece rela-
cionado sdlo a pacientes en edad post puberal,
tal como habia sido descrito previamente'”,

En esta muestra se observa una tenden-
cia a relacionar puntajes clinicos altos con
repetidos CGG amplificados de tamafnos mas
grandes (figura 2). Sin embargo, el analisis
estadistico no muestra una correlacion sig-
nificativa entre ambas variables (Rho = 0,26,
p value = 0,23). Esta situacion descrita en
otro estudio®® confirma nuevamente que el
tamano del repetido CGG per se no es un
marcador predictivo de la evolucién clinica
del paciente; es mas bien la presencia de
otras variables del tipo manejo y estimulacion
precoz asi como caracteristicas genéticas
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propias de cada individuo las que influirian
en un mejor desarrollo de algunos pacientes
afectados por el SXF2,

Por otra parte, dado que estudios recien-
tes muestran que pacientes con premutacion,
que habian sido considerados clinicamente
normales, han desarrollado en la edad adul-
ta un sindrome de temblor y ataxia que es-
taria directamente relacionado con el nume-
ro de repetidos de su premutacion®%, se
justifica el estudio molecular de todos los
individuos que eventualmente podrian estar
afectados con esta condicion.

CONCLUSIONES

Considerando que el diagnostico precoz
de esta afeccion ayuda considerablemente
al mejor manejo y evolucion de los pacien-
tes, pero también que el estudio molecular
que define el diagndstico es de alto costo y
no esta disponible en todos los servicios de
salud del pais, proponemos que el criterio
de seleccion de pacientes incluya un tami-
zaje clinico y que en todos los casos de
individuos con retardo mental con un puntaje
> 15 puntos se realice estudio molecular
por PCR. Los pacientes que presenten PCR
alterado, lo que significa que el gen FMR-1
es anormal, deberan ser refrendados por el
estudio molecular directo, a través de
Southern blot, del gen FMR-1, lo cual per-
mitira determinar con exactitud el numero
de repetidos y el status de metilacion del
locus.
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