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RESUMEN

El sindrome X-Fragil es la causa heredable mas frecuente de retardo mental.
Se transmite ligado al cromosoma X mediante un mecanismo inusual de herencia y
estd asociado a la expresion citogenética del sitio Fragil Xq27.3 (FRAXA).

El fenotipo clinico de los pacientes con X-Frégil incluye anormalidades fisicas,
retardo mental y trastornos de la conducta. La mutacién que causa el sindrome es
una amplificacion trinucleétida CGG en la region no traducible 5'del _exén 1 en el gen
FMR1. En individuos normales esta secuencia es polimoérfica en longitud y contenido
variando de 6 a 50 repeticiones CGG. En los individuos afectados con el sindrome X-
Fragil, el segmento ampluﬁcado muestra mas de 200 repeticiones y ocurre metilacion
e
‘ de las _secuencias CGG y las tslas CpG adyacentes, lo que da lugar a la inactivacién

_del ,gen.@?l__gin en estado de- premutacnon contiene de 50 a 200 repeticiones CGG y
las portadoras muestran alta tendencia a producir gametos con la mutacién completa
que dara individuos afectados) La determinacién del nimero de repeticiones CGG se
ha logrado mediante Southern blot con marcaje radiactivo aunque resulta complejo y
costoso. Mediante reaccién en cadena de la polimerasa (RCP) es dificil lograrlo ya que
el alto contenido de C+G en la secuencia da lugar a la formacion de estructuras
secundanas, por lo que se ha utilizado analogos de base como la 7-deaza-dGTP pero
con el inconveniente de no poder ser tefidos por las técnicas convencionales. Para
evadir esta complicacién se han propuesto técnicas como la modificacion del ADN con
bisulfito de sodio.

En este estudio establecimos una doble estrategia de diagnostico: 1.- Amplificar
las secuencias repetitivas CGG y 2.- Determinar el estado de metilacién de las islas
CpG en el gen FMR1. En 52 individuos de 32 familias se traté una alicuota de ADN
genodmico con bisulfito de sodio, el cual convierte las citosinas no metiladas en uracilo.
Luego se realizé RCP utilizando iniciadores para la secuencia modificada y los
productos se corrieron en geles de poliacrilamida. Con este procedimiento se espera
amplificar las islas CpG metiladas (+ de 200 repeticiones) y por otro lado, la secuencias
CGG con menos de 120 repeticiones (normales y portadoras).De 52 individuos
estudiados se logré amplificar las islas CpG (metiladas) en 8 de ellos. Como era de
esperarse, en estos pacientes no amplificé la secuencia que contrene las repehcuones

CGG, lo que por otro lado, si fue posible en los controles sanos.

——



MARCO TEORICO

SINDROME X-FRAGIL

El sindrome X-Fragil, lamado también sindrome Martin Bell, representa
la causa heredable mas comun de retardo mental{ 1-3). Su frecuencia es de
aproximadamente 1 en 1500 hombres y 1 en 2500 mujeres, y esta asociado con
la expresion citogenética del sitio fragil Xq27.3 (FRAXA) (4). El padecimiento
se transmite como una entidad mendeliana ligada al cromosoma X mediante un
mecanismo inusual de herencia (3, 5 - 6) (Figura 1).

El sindrome muestra penetrancia incompleta; solo un 80% de los
hombres con la mutacién muestran la enfermedad. Por otro lado, un 20 % de
las mujeres, heterocigotas para la mutacién, muestran también Ja enfermedad
(7 - 9).

FIGURA 1. ARBOL GENEALOGICO MOSTRANDO EL MECANISMO
INUSUAL DE HERENCIA DEL SINDROME X-FRAGIL.
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La mutaciéon que causa el sindrome X-Fragil es una amplificacion
trinucleotida CGG del primer exén en la regién no traducible 5' del gen FMR1
(Fragil-X Mental Retardation 1) (10). Esta regién es normalmente polimoérfica
en contenido y longitud en individuos normales, conteniendo de 6 a 50
repeticiones mientras que en individuos afectados el segmento contiene entre
200 a 1000 o mas repeticiones, lo que se considera una mutacién completa.
Alelos con 50 a 200 repeticiones se consideran en estado premutado (7, 9,
11) (Figura 2).

FIGURA 2. ESQUEMA DEL GEN FMR1 CONTENIENDO LAS .
REPETICIONES CGG
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CUADRO CLINICO

El fenotipo clinico de los pacientes con el sindrome X Fragil incluye
anormalidades fisicas, retardo mental y trastornos de ia conducta. En edad
puberal las caracteristicas mas sobresalientes son: macrocefalia, cara alargada,
orejas prominentes, ' macrorquidismo, hiperextensibilidad de articulaciones

pequefias, prolapso mitral, piel fina, hipotonia, convulsiones, etc.



En edad prepuberal, los hallazgos pueden ser mas inespecificos; el
macrorquidismo esta presente en alrededor del 10% de los casos. Presentan
también hiperquinesia, inestabilidad emocional, movimientos estereotipados y
conducta autista. Aproximadamente el 10% de los varones autistas, son X-
Fragil positivos.

En la etapa preescolar, el retardo mental puede no ser tan evidente, en
cambio si lo son los trastornos del lenguaje. A pesar de toda esta gama de
anomalias, del 10 al 15% de afectados presentan Gnicamente retraso mental

(3-5,7.8,10).
HERENCIA

A partir de la primera descripcién por Martin Bell, (1943), de pacientes
con retardo mental heredandose en forma ligada al cromosoma X, se habia
observado una serie de irregularidades en la transmisién de este padecimiento,
como el hecho de que algunos varones con fenotipo, desarrollo mental y
cariotipo normales podian transmitir la enfermedad (8, 10).

En 1969 Lubs describié un varén con retardo mental (RM) y un sitio
Fragil (constriccion secundaria) en la parte distal del brazo largo del cromosoma
X. Posteriormente se denominé sindrome X-fragil a la coexistencia de retardo

mental (RM ) con el sitio fragil en el cromosoma X (3).

Paradoja de Sherman: Luego de estudiar una serie muy grande de familias,
Sherman y col. (12, 13) propusieron que la penetrancia y segregacion del gen
en sucesivas generaciones se caracteriza por una serie de hechos, que no

tenian explicacion y que en conjunto se denominé la "Paradoja de Sherman".

Asi:

- El sexo y el coeficiente intelectual del portadora influyen en la expresion del

RM en sus hijas.




- Los hijos con X-fragil, de madres afectadas tienen un 100% de penetrancia,
es decir, manifiestan la enfermedad, en cambio los hijos de madres
normales tienen una penetrancia del 76%; esto implica que los varones
transmisores sanos (VTS) son hijos de madres normales.

- Las madres, hijas y hermanos de VTS tienen muy poca penetrancia de RM,
en comparacion con los parientes de primer grado de los varones afectados.

- Las madres de VTS tienen mucha menor probabilidad de tener un hijo con
RM(penetrancia 18%) en comparacidn con las hijas de esos mismos
VTS(penetrancia 74%).

Estas observaciones llevaron al planteé}niehto de distintas hipotesis que
trataron de explicar los mecanismos causantes de la enfermedad ( 8).

En 1985, Pembrey postulé que existiria una premutacién en varones que
sblo se convertiria en mutacién al ser sometida al fendmeno de recombinacion
en las células originales hijas (14). Nussbaun y col. consideraron que la
presencia del sitio fragil Xq27.3 podria favorecer una recombinaciéon no
homéloga y ser ésta la lesién inicial o premutacion, de modo que en sucesivas
meiosis, el apareamiento con otra secuencia similar del otro cromosoma X
conllevara la amplificacién de esas secuencias repetitivas (15). Fiedman y
Howard-Peebles argumentan que el sitio fragil podria ser consecuencia de la
accion de elementos transponibles o virus (16). Steinbach (17) e Israel (18) en
forma independiente sugirieron que podria intervenir un loci modificador
autosomico en las manifestaciones de la enfermedad, aunque e! hecho de que
la fragilidad se mantuviera en hibridos celulares que tenian sélo el cromosoma
X humano, cuestiona la existencia de dichos loci. (19). Warren considerd que la
fragilidad observada “in vitro” también ocurriria “in vivo”, lo que llevaria a la
produccién de un mosaicismo nulisémico para los genes distales (20). Laird
propuso en 1987 que la mutacién del gen es Fra-X condicionaria una
alteracion en el proceso de reactivacion del cromosoma X en la meiosis,
permaneciendo inactivo en la zona correspondiente ef gen, de modo que dicho
sector del cromosoma continuaria en sucesivas generaciones con dicha

inactivacion, marca o “imprinting” (21).

 /



Este proceso involucraria en forma teérica una metilacion diferencial en
el ADN, aunque Khalifa y col. (22) no hallaron evidencia de que la metilacién
del ADN en zonas vecinas al locus Fra-X tuviera un papel en la produccion del

sindrome.
Gracias al analisis de las secuencias de los repetidos del gen FMR1 en

diferentes poblaciones humanas, se cree que la secuencia ancestral
refacionada con el sindrome fue una secuencia pura de CGG, carente de las
interrupciones AGG (23-26). Esto plantea una posible explicacién para la
expansion de los repetidos, en la cual la DNA polimerasa, copia
equivocadamente varias veces la misma secuencia de repetidos ,durante la
replicacion de la hebra rezagada del DNA. (23, 24)

SITIO FRAGIL

El sitio Fragil Xq27.3, es un sitio fragil raro, sensible a la concentracion
de folatos y timidina en el sistema de cultivo celular. El Fra(X) (q27.3) es
observable como un gap (regién no tefida) o una ruptura verdadera (5, 15)

(Figura 3).

FIGURA 3. CARIOTIPO HUMANO CON SITIO FRAGIL.
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La flecha muestra un gap en Xg27.3



En el aspecto bioquimico, el sitio fragil es posiblemente consecuencia de
la alteracion en la sintesis del ADN ocasionada por upa disminucién del
desoxitimidinamonofosfato (dTMP), resultante a su vez de una deficiencia de
acido félico (5, 15, 27).

La deficiencia de acido félico in vitro, ya sea porque el medio de cuitivo
carece o contiene menos de 0.2mg/L o por el uso de inhibidores del
metabolismo del mismo (metotrexate o fluorodesoxiuridina), es indispensable

para que ocurra la expresion del sitio fragil (5, 27 - 31).

GEN FMR1

Desde 1991 el gen FMR1 ha sido aislado y secuenciado. Mide 38Kb y
consta de 17 exones y 16 intrones y esta altamente conservado entre las
especies (Figura 4). El hallazgo mas importante en este gen ha sido la
identificacién de un segmento de repeticiones CGG que forman parte de las
islas CpG, mismas que se encuentran diseminadas en todo el genoma (32-33).
Por otro lado se han descubierto secuencias AGG denominadas estabilizadoras

las cuales se encuentran intercaladas cada 9 o 10 repeticiones CGG (9, 33).

FIGURA 4. ESTRUCTURA DEL GEN FMR1
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Aparentemente el gen FMR1 se expresa en todos los tejidos, pero es

mas alta en cerebro, placenta y génadas de individuos normales (35).



El incremento de la secuencia repetitiva CGG a mas de 200 tripletes,
desencadena un proceso de sobremetilacion de esta regién que, como se habia
dicho, es parte de las islas CpG, dando lugar a la inactivacién det gen FMR1 e
impidiendo el proceso de transcripcion y por ende la sintesis de la proteina (5,
9, 10). El hecho de existir pacientes con deleciones o mutaciones puntuales sin
la expansion de los tripletes CGG, confirma que este gen es el responsable de
esta enfermedad.

Esto se ha apoyado por el hecho de que ratones transgénicos afectados
en el gen FMR1 y generados por técnicas de recombinacién homologa,
presentaron caracteristicas compatibles con el sindrome como el
macroorquidismo, alteraciones cognoscitivas e hiperactividad (36 - 39). '

PROTEINA FMR1 (FMRP)

En 1993 Siomi y col. (40) examinaron la secuencia descrita por Verker
(1991) y caracterizaron al producto génico FMR1. Sus caracteristicas mas

importantes son:

e Contienen una secuencia rica en arginina y glicina lamada caja “RGG” la
cual esta localizada en el extremo carboxilo terminal de la proteina, esta

secuencia ha sido encontrada en las llamadas proteinas de unién al ARN.

» Muestra dos secuencias de repeticiones internos de aminoacidos (I/L/V-I-G-
X2-G,X2-l), estas repeticiones son similares entre si con un 39%. Ademas
estas repeticiones estan altamente interespaciadas por residuos

hidrofébicos.

» Estas repeticiones abarcan 40 aminoacidos cada uno y se localizan entre los

aminoédcidos (286-321y 347-382) (9, 40, 41) (Figura 5).
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ANTECEDENTES

Procedimientos de diagnéstico:

Actualmente existen pruebas de diagnéstico molecular capaces de
determinar en forma directa el tamafio de la secuencia repetitiva, tanto en
individuos normales como en premutados y mutados. La utilizacion de Southem
blot, asociado o no a reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) y con o sin
marcaje radioactivo permite el diagnéstico de estas mutaciones, pero
desafortunadamente resulta compleja, costosa y requiere de mayor tiempo y
esfuerzo (6, 42-44).

Debido a que la region en donde ocurre la mutacion es rica en
secuencias C+G, se forman estructuras secundarias por apareamiento entre
ellas que impiden o dificultan la amplificacion de estas secuencias por RCP
simple, lo que ha llevado al uso de aditivos quimicos como dimetilsulfoxido
(DMSO) o formamida y de analogos de base como el 7-deaza-dGTP que,
sustituyendo al GTP, evitan la formacion de tales estructuras. Ademas se ha
requerido de enzimas especiales como Pwo, Pfu o XL polimerasa (6, 45-49).

Sin embargo, este procedimiento presenta varios problemas en su utilizacion :

1. El ADN que contiene el analogo de base migra mas lentamente que el
ADN intacto, por lo que se requiere de geles de poliacrilamida
desnaturalizantes y marcadores especiales que, en su momento
dificultan o impiden la tincién. En estas circunstancias se han utilizado
también iniciadores marcados y tefiidos con plata para posteriormente

ser detectados por Southern blot (49).

2. Cuando las secuencias amplificadas se corren en geles de agarosa o
poliacrilamida no pueden ser tefiidos con bromuro de etidio debido a que

el analogo altera su estructura electronica impidiendo florecer (49-51).
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Varios autores han propuesto que, sustituyendo parcialmente el analogo
de base en proporcion 3:1, se logran amplificar y tefiir secuencias de tamafio
normal. Sin embargo, existen reportes en los que se ha intentado reproducir
esta metodologia sin haber tenido éxito (49-54) .En nuestro laboratorio, por
espacio de varnios meses, intentémos llevar a cabo este procedimiento sin lograr

los resultados esperados.
Modificacién del ADN con bisulfito de sodio:

La modificacion del ADN por bisulfito de sodio fu_e _d_escrita por Shapiro
y col. y Hayatsu y col. en 1970 con el objeto de. evita-r los residuos 5-
metilcitosina (5"C), que participan en la metilacién del ADN y que dan lugar a la
inactivacién en algunos genes durante el desarrolio (55-58).

Este procedimiento ha permitido la obtenciéon de imporantes
conocimientos sobre el papel que tiene la metilacion y el porqué ciertos genes
son inactivados durante su desarrollo. Inicialmente este tratamiento fue utilizado
para secuenciar los genes de interés y determinar en forma sensible las
citosinas metiladas. Actualmente se ha propuesto su uso para evitar las
estructuras secundarias y lograr amplificar secuencias repetitivas ricas en CG
(59-63).

Recientemente, se ha propuesto la maodificacion del ADN para
determinar el estado de metilacién del gen FMR1 y la deteccidn de la secuencia
repetitiva CGG. De esta manera se podria utilizar la RCP simple sin el
requerimiento de aditivos quimicos, analogos de base o enzimas especiales, y
ser tefido por cualquier técnica convencional. En estas circunstancias, este
procedimiento resulta competitivo y ventajoso en comparacion con el Southern

blot asociado o no a RCP y con o sin marcaje radioactivo (49).



Este tratamiento consta de tres pasos para llevar a cabo la modificacion:

1. La adicién del bisulfito de sodio a la doble unién dé los carbonos 5-6 de

la citosina.

2. Desaminacion hidrolitica del complejo citosina-bisulfito, que da lugar a un

complejo uracilo-bisulfito.

3. Remocion del grupo sulfonado por tratamiento con un alcali, resultando

en un uracilo (55-59) (Figura 6).

Una de las caracteristicas del ADN tratado con bisulfito es que las cadenas
resultantes ya no son complementarias una de otra. Obviamente es necesario
diseniar iniciadores especificos para amplificar este ADN modificado (49, 55, 60,
62-63).

~ El efecto del bisulfito en las cadenas varia dependiendo del estado de
metilacién del gen, esto significa que en la cadena 5'-3' de individuos sanos y
portadores de la premutacion, las citosinas de las secuencias repetitivas CGG
y de las islas CpG adyacentes (no metiladas), son convertidas en uracilo (UGG
y UpG) , mientras que en la cadena 3'-5', las 2 citosinas de la secuencia’Dl
repetitiva CCG son convertidas en uracilos (UUG). Por otro lado, en aquellos
individuos con la mutacidn completa, la secuencia repetitiva CGG y las islas
CpG en la cadena 5-3' se encuentran metiladas, por lo que la modificacién no
ocurre, mientras que en la cadena 3-5', en la que una de las citosinas esta
metilada (C"CG), ocurre modificacién de la C no metilada C™UG (49) (Figura 6 y
7).

Con el tratamiento con bisulfito, la cadena antisentido (3°-5) disminuye en
un 67% su contenido de guaninas mientras que en la cadena con sentido (5°-

3’) disminuye solo un 33% (49).
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FIGURA 6. ESQUEMA DE LA MODIFICACION DEL ADN POR BISULFITO
DE sODIO
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dada la complejidad y riesgo en el uso de métodos basados en
Southem blot y, la ineficiencia de la ampiificacién por RCP simple con ayuda de
analogos de base, la modificacion del ADN con bisulfito de sodio es una
alternativa (til en la determinacion del tamafio de las secuencias repetitivas
CGG en individuos normales y portadores de la premutacion X-Fra. Por otro
lado, este mismo procedimiento permitiria amplificar las islas CpG metiladas en
los individuos que portan la mutacion completa y conocer el estado activo o

inactivo del gen.

Una estrategia, basada en la utilizacién simultdnea de los dos
procedimientos en cada individuo nos permitiria conocer el tamafio de la

secuencia repetitiva CGG y/o el estado de metilacion del gen FMR17?



HIPOTESIS

La deteccidn de las repeticiones CGG y del estado de metilacion de las islas
CpG en el gen FMR1, se logra por RCP simple mediante la modificacién del

ADN por bisulfito de sodio.

OBJETIVOS

¢ Objetivo general

1. Determinar el numero de repeticiones CGG y el estado de metilacion del gen

FMR1.

e« Objetivos especificos

1. - Estandarizar el procedimiento de RCP en ADN modificado por bisulfito de

sodio.

2. - Validar el procedimiento en un nimero de individuos normales y en

pacientes con diagnostico clinico de sindrome X-fragil y en sus familiares.
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CRITERIOS DE INCLUSION

1. Controles negativos: Hombres y mujeres sanos sin antecedentes familiares

de retardo mental.

2. Controles positivos: Pacientes con diagnéstico clinico y molecular de

sindrome X-Fragil.
3. Pacientes con diagnostico clinico de sindrome X-Frégil.
4. Familiares en primer grado del propdsito {(excepto el padre).
5. Familiares en segundo grado, por via materna, del proposito.

6. Aceptacion verbal a participar en el estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION

No aceptacion a participar en el estudio.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Pacientes en los que no se logrdé una muestra de ADN en suficiente cantidad o

calidad.
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METODOLOGIA

Diagrama de flujo
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ESTRATEGIA

Determinacién del numero de repeticiones CGG

Por la ubicacion de los iniciadores empleados, la secuencia a amplificar
tendra 215 pb. mas el tamafio de la secuencia repetitiva CGG que es particular
para cada caso (49) (Figura 7). Para determinar el niumero de repeticiones CGG

se utilizd la siguiente férmula.

N° de repeticiones CGG = Tamario del ampiificado en pares de bases - 215
3

Los iniciadores son disefiados para amplificar la cadena 3'-5' (antisentido) y se

pegaran a ésta solamente cuando las citosinas no metiladas hayan sido
convertidas en uracilo, lo que significa que los iniciadores se alinearan
Unicamente con las secuencias de individuos sanos y portadores de la

premutacion
Determinacion del estado de metilacién de las islas CpG:

En varones con la mutacidon completa y en mujeres sanas se
amplificaran las islas CpG del gen FMR1 que estan metiladas. En ambos
casos los iniciadores estan disefiados para amplificar Unicamente las
secuencias que tienen citosinas y que no fueron modificadas por estar
metiladas. Se espera un amplificado de 80 pb (49) (Figura 8).

Muestra
La muestra estuvo conformada por todos los individuos que cumplian con

los criterios de inclusion enviados de la consulta externa de Genética de los
hospitales de Pediatria, Especialidades y Ginecoobstetricia del Centro Médico
de Occidente del IMSS, entre noviembre de 1998 y septiembre del 2000.



19

FIGURA 7. TRATAMIENTO CON BISULFITO PARA AMPLIFICACION
DE LAS REPETICIONES CGG

ADN DE UN INDIVIDUO NORMAL
5% AGGGGCTCATTACGCTCGATTAATGCATAGGCGGTCTCCG-'3

3"-TCCCCGAGTAATGCGAGCTAATTACGTATCCGCCAGAGGC-'5

Desnaturalizacion y tratamiento con bisulfito de sodio

.

5-AGGGGUTCATTAUGUTUGATTAATGUATAGGUGGTUTUUG-'3

FR754F
—

3-TUUUVUGAGTAATGUGAGUTAATTAUGTATUUGUUAGAGGU-'5

FR526R
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FIGURA 8. TRATAMIENTO CON BISULFITO PARA LA AMPLIFICACION DE
LAS ISLAS CpG

ADN DE UN INDIVIDUO AFECTADO

5'-AGTCCGGCGGCGGACGGCGGCGGCGGCGGACGGECGG-3
3-TCAGGCCGCCGCCTGCCGCCGCCGCCGCCTGCCGLC-'5

'

Desnaturalizacién y tratamiento con bisulfito de sodio

'

5-AGTCCGGCGGCGGACGGCGGCGGLGGECGGALCGGLGG-'3

FR6S0F

—.———»
3-TCAGGCUGCUGCCTGCUGCUGCUGCUGCCTGCUGCU-'5
4——_——

FR611R




Obtencién de la muestra:

De cada individuo captado para el estudio se colectaron de 5 a 10 ml de
sangre periférica (por puncion venosa en un tubo con, sistema de vacio,

vacutainer Beckton Dickinson ) con EDTA al 10%.

Obtencién del paquete de leucocitos:

De cada muestra de sangre periféricé" se realizé la separacion de
leucocitos mediante una solucién de lisis de eritrocitos (10:1 de NH4CL 0.144M
y NH4HCO3 0.01M). Se agregaron 10 ml de esta solucién de lisis a la muestra
de sangre, se mezcl6 por inversion y se dejé reposar durante 15 minutos a 4°C.
Posteriormente, se centrifugé a 5000 rpm durante 20 minutos. Se descarté el
sobrenadante; después se agregaron otros 10 ml de la solucién de lisis, se
resuspendié el paquete de leucocitos y se repitié este mismo procedimiento

hasta que el paquete de leucocitos estuviera libre de eritrocitos (64).

Extraccién de ADN gendmico:

La lisis de leucocitos y la extraccién de ADN se realizé por el método de
Mitler, el cual involucra la saturacién con sales de las proteinas celulares por

deshidratacion y precipitacion con una solucién saturada de cloruro de sodio.

El paquete de leucocitos se resuspendié en 3 ml de buffer de lisis (Tris-
HCL 10mM, NaCL 400mM, y Na2EDTA 2mM pH 8.2) posteriormente se agregd
0.2mi de SDS al 10% y 0.5 mi de solucién de proteinasa K (1mg de proteinasa
K en SDS al 1% y Na2EDTA 2mM pH 8.2).
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Se incubd el paquete de leucocitos en esta solucién a 37°C durante toda
la noche. Al dia siguiente se adicion6 1ml de una solucién saturada de NaCL
6M y se mezclé vigorosamente durante 15 segundos. El sobrenadante se pasé
a otro tubo de plastico de 50ml y se agregaron dos volumenes de etanol
absoluto frio. Se invirtid lenta y repetidamente el tubo hasta que el ADN
precipito.

Las cadenas del ADN precipitado se tomaron con una punta estéril y se
pasaron a un tubo de micro céntrifuga de 1.5ml estéril que contenia de 100-200

ul de buffer TE (Tris-HCL 10mM, y Na2EDTA 2mM pH 7.5) (64).
Determinacion de la concentracién y calidad del ADN:

Mediante espectrofotometria y electroforesis se determiné la
concentracion y pureza del ADN. Las muestras cuya cantidad y pureza fueron

aceptables (concentracién mayor a 1ug/ul) para el analisis, se almacenaron a -

20°C (65).
Tratamiento con bisulfito de sodio:

Las muestras de ADN cuya cantidad de ADN fue aceptables se

sometieron al tratamiento con bisulfito de sodio. ( 44-45).
Para la modificacion se realizaron los siguientes pasos:

1. 5ug de ADN gendmico se desnaturalizaron a 95°C por 5 minutos.

2. Se incubé el ADN a 37°C por 30 minutos con NaOH a una
concentracion final de 0.3M.

3. Se incorpor6 el bisulfito de sodio (pH 5) Hidroquinona a una
concentracion final de 3.1M y 0.5 mM en un volumen de 500l

incubandolo a 55°C por 16 horas con 150 pl de aceite mineral.
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. Se procedio a desalar el ADN con el Kit Wizard DNA clean up
system de Promega ( siguiendo sus instrucciones).

. Se transfirié el ADN con el bisulfito a un tubo de 1.5ml estéril
procurando no llevarse el aceite mineral, se agregé 1ml de DNA-
Clean-Up-Resin y se mezcld varias veces por inversion.

. Se transfirié6 la mezcla resina-DNA a la base de la columna, se
aplico vacio.

. Se afiadié 2ml de isopropanol al 80% a la base de la columna y se
aplicd vacio.

. Nuevamente se aplicé vacio por 30 segundos, se removié la base
de la columna y se colocé la columné en otro tubo de 1.5ml estéril.
. Se centrifugo la columna a 10,000rpm por 2 minutos para

remover los residuos del isopropanol.

10. Se transfiri6 la columna a otro tubo de 1.5ml estéril, se aplicd 50ul

de H20 grado HPLC, precalentada (65-70°C), y se dejoé reposar
por 1 minuto, se centrifugé la columna por 20 segundos a 10,000

rpm.

11.Se descarté la mini columna, se adiciono al tubo NaOH a una

concentracion final de 0.3M, se incubé a 37°C por 15 minutos.

12.La solucion fue neutralizada por adicion de acetato de amonio (pH

7.0) a una concentracion final de 3M.

13.Se precipitdé al ADN con 4 volumenes de etanol absoluto, se

centrifugd por 5 minutos a 10,000rpm y se descarto el
sobrenadante, se dej6 secar por 24 horas y se resuspendi6 en
50ul de H20 grado HPLC (43).
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Amplificacion de la regién que contiene las repeticiones CGG y las

Islas CpG por la reaccion en cadena de la polimerasa:

La reaccibn en cadena de la polimerasa (RCP) es un procedimiento
enzimatico, in vitro, en el que se amplifica un segmento especifico de ADN.

Para esta metodologia se requiere:

1) Tres segmentos de acido nucleico:

a) El ADN de doble cadena que va a ser amplificado

b) y 2 fragmentos de ADN de cadena simple a los que se les denomina
iniciadores que flanquean el fragmento de ADN que va ser
amplificado.

2) Enzima amplificadora (Taq DNA polimerasa)

3) Desoxinucledtidos trifosfatados (ANTP's)

4) Buffer de reaccion.

5) MgCla

Mediante la reaccién en cadena de la polimerasa, se amplifico la cadena
antisentido de (3’a 57) del gen FMR1 el cual contiene a las Islas CpG vy a las
secuencias repetitivas CGG (49).

Iniciadores para las islas CpG :

-FR611R: { CGT CGT CGC GTT GTC GTAC) N=19

- FR690F: (AAC GAC GAACCG ACGACG) N=18



Iniciadores para las repeticiones CGG:

- FR526R: (GGG AGT TTG TTT TTG AGA GGT GGG) N =24

~ FR754F: (CAA CCT CAA TCA AAC ACT CAA CTCCA) N =26
Condiciones de amplificacion para las repeticiones CGG:
La reaccion se realizd bajo el siguiente programa, durante 32 ciclos:

Desnaturalizacion inicial 5 min. a 95°C
Desnaturalizacion 1 min. a 95°C
Alineacion de iniciadores 1 min. a 58°C
Extensién 2 min. a 74°C.

Ir del paso 2 al 4 (31) veces

Extensién final 10 min. a 74°C

I A NS

Mantener 4°C (opcional).
Cada reaccion de amplificacion se realizé en un volumen final de 25, en tubos

eppendorf de 0.2 ml
Mezcla de reaccién:

e 1XPCR Buffer

e 1X PCR Enhancer Solution

e MgSO4 2mM

¢ Iniciador (FR526R) 25pmol

e Iniciador (FR754F) 25pmol

e dNTP’s (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 0.2mM de c/u.
e ( Platinium Tag DNA polimerasa 1U)

e 2ulde ADN tratado con bisulfito



Condiciones de amplificacion de las islas CpG:
La reaccion se realizé bajo el siguiente programa, durante 32 ciclos:

Desnaturalizacion inicial 5 min. a 94°C
Desnaturalizacion 30 seg. a 93°C
Alineacion de iniciadores 30 seg. a 63°C
Extensién 30 seg. a 74°C.

Irdel paso 2 al 4 (31) veces

o0 hsE 0w N

Extension final 10 min. a 74°C

Mantener 4°C (opcional).
Mezcla de reaccion:

o Buffer 10X (1X).

¢ MgCl2 3mM

e Iniciador (FR611R) 25pmol

e |Iniciador (FR690F) 25pmol

s dNTP’s (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 0.2mM de clu.
e (Tag DNA polimerasa 1.25U)

e 2ulde ADN tratado con bisuifito.

Cada reaccion de amplificacion se realizé en un volumen final de 25ul, en tubos

eppendorf de 0.2 ml

Control interno:

No pudimos usar, como control interno del proceso de amplificacion, una
secuencia en el ADN modificado por no disponer de iniciadores modificados.

En su lugar se utilizo una secuencia de ADN no modificado.
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El sistema de reaccion fue el siguiente, se mezclé ADN. e iniciadores no
modificados con el ADN modificado y sus iniciadores especificos, en el mismo
volumen de reaccion y las mismas condiciones de amplificacién. Los iniciadores
no modificados utilizados fueron para el sitio Xmnl, localizado en el intron C del
gen del factor Vill. El tamafio del amplificado como control interno es de 222pb.

Iniciadores utilizados como control interno. (66)
- Xmnl-F: (5-AAT CAG AGA CTG CTG ATT GAC TT-3) N =23
- Xmnl-R: (5°- AAA CAG CCA GAT AAA GCC TCC A-3)) N =22

Separacion de los productos amplificados por electroforesis en geles de

poliacrilamida:
e Preparacion de las muestras amplificadas:

De cada producto amplificado de las 2 RCP realizadas, se le adicionaron 5ul de
buffer cargador. Enseguida se aplicaron las muestras en un gel de

poliacrilamida al 12% (poliacrilamida 29:1).

e Se utilizaron 3 marcadores de peso molecular de diferentes tamarios para

determinar el tamano de las repeticiones:

1. 100 bp DNA Ladder { Gibco BRL)
2. 50 bp DNA Ladder ( Gibco BRL)
3. 25 pb DNA Ladder (Gibco BRL)




e Preparacion del gel de poliacrilamida:

Gel de poliacrilamida al 12%
Relacién _29:1

e 18.4 m| de poliacrilamida 29:1( 29 g de acrilamida, 1 g de bis-acrilamida
en 100mi)

e 4.6 ml de buffer TBE 10X (EDTA 0.02M, Tris 0.89M, Acido bérico
0.89M) pH 8.0.

e 22.50 ml de H20 desmineralizada

o 460yl de persulfato de amonio al 10%

s 46yl de temed

Se dejo polimerizar por 30 minutos, y se colocé buffer de corrimiento (TBE
1X) dejandolo precorrer por 1 hora a 100 volts , se aplicaron las muestras. Se

dejo correr por 8 horas a 150 volts / 25mA.
Tincién con nitrato de plata para geles de poliacrilamida

1. Fijacidén en solucion fijadora (etanol 10%, acido acético 0.5%) por 10
minutos, eliminar.

2. Tincién con Nifrato de plata al 0.2% disuelto en solucién fijadora, por 10
minutos, eliminar.

3. Enjuagar con agua bidestilada por 1 minuto.

4. Agregar solucién reveladora (NaoH 3.0%, formaldehido 0.5%) hasta la
aparicion de bandas(10-20 minutos) eliminar.

5. Enjuagar con solucion fijadora por 5 minutos.




Preparacion de soluciones:

Solucién fijadora

Etanol absoluto 10%———— 100ml
acido Acético 05% ________ 5ml
Aforar a 1litro con agua bidestilada.

Nitrato de plata

AgNO3 0.2%—  02g
Aforar a 100ml con solucién fijadora.

Solucion reveladora
NaOH 3.0% 30g

Formaldehido 0.5% Sml
Aforar a 1 litro con agua bidestilada.

29
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RESULTADOS

El analisis, mediante RCP, de las repeticiones CGG y las Islas CpG
adyacentes en el gen FMR1, se realizé en 52 individuos que incluyeron 32
propositos y 20 de sus familiares pertenecientes a 32 familias, enviados con
diagnostico clinico de X-Fragil de la consulta externa de Genética de los
hospitales de Pediatria, Ginecoobstetricia y Especialidades del Céntro Médico
de Occidente del {MSS, entre noviembre de 1998 y septiembre del 2000
(Cuadro 1).

CUADRO 1.
DISTRIBUCION POR SEXO DE LOS PACIENTES Y
FAMILIARES ESTUDIADOS

Varones Mujeres Total
Propodsitos 31 1 32
Familiares 3 : 17 20
Total 34 18 52

Determinacidn de [as secuencias repetitivas CGG.

La amplificacion de las secuencias repetitivas CGG se logré en 26 de los 34
pacientes varones y en todas las 18 mujeres (Cuadro 2). En 8 de los 31
individuos varones, enviados como casos indices, no se logré la amplificacion
de la secuencia CGG; en todos estos individuos el control interno utilizado
amplificd adecuadamente (Figuras 9 y 10). La no amplificacién en estos
pacientes, es 'interpretada, segun la estrategia planteada, como evidencia de
que la secuencia repetitiva CGG esta incrementada en mas de 120 tripletes.
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El tamario de los segmentos amplificados, en los individuos analizados,
vané entre 5 y 31 repeticiones CGG, ubicandose dentro de lo que se conoce
como rango normal. Solamente una mujer mostrd, ademas de su alelo normal,
un alelo de 62 repeticiones, considerado en el rango de premutacién; En la
mayor parte de las mujeres analizadas se observaron 2 alelos de tamafo
diferente; en algunos casos se observé que los dos alelos eran de tamafio muy
similar e incluso mostrandose como una sola banda de mayor intensidad.

10 individuos, incluyendo 5 varones y 5 mujeres, fueron estudiados como
grupo control. En todos ellos se dio la amplificacion de las repeticiones CGG
con rangos de tamafo normal. En las 5 mujeres obum‘é también la amplificacion
de las islas CpG.

CUADRO 2,
AMPLIFICACION DE LAS REPETICIONES CGG EN PROPOSITOS Y
FAMILIARES
Amplificaron No amplificaron
Propésitos Familiares Propodsitos Familiares Total
Varones 23 3 8 0 34
Mujeres 1 17 0 0 18

Total 24 20 8 0 52




CUADRO 3.
AMPLIFICACION DE LAS ISLAS CpG EN PROPOSITOS Y

FAMILIARES

Amplificaron “No amplificaron
Total
~ Propésitos  Familiares Propésitos Familiares
Varones 8 0 23 3 34
Mujeres 1 17 0 0 18

Total 9 17 23 3 52

32
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FIGURA 8.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE LOS

PRODUCTOS AMPLIFICADOS DE LAS SECUENCIAS
REPETITIVAS CGG.

b e b g 300
- | 20
E
' 100
. o
1

23 45 6 7 8 9 10 11121314 15 1617 181920

Carril 1: marcador de 25pbh. Carril 2: Varon control. Carriles 3-5, 7-8,
10-14 : Varones sanos. Carriles 6, 15-17: Varones afectados. Carril 9:
Mujer sana. Carriles 18-19: Mujeres control. Carril 20: marcador de
100pb.



FIGURA 10:

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE LOS
PRODUCTOS AMPLIFICADOS CON EL CONTROL INTERNO
PARA LAS REPETICIONES CGG.
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Carril 1: Varon sano sin control interno.

Carriles 2, 4-11: Control interno en varones afectados.
Carril 3: Varon afectado sin control interno.

Carril 12: marcador de 100pb.
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Madres y hermanas de pacientes con incremento de la secuencia CGG:

De los 8 individuos considerados afectados, pudimos estudiar a las
madres de solo 4 de ellos y a una de sus hermanas. En las 4 madres se logro
amplificar solo un alelo en cada una de ellas; en la hermana estudiada

amplificaron ambos alelos ( Cuadro 4).

CUADRO 4.
DISTRIBUCION DEL NUMERO DE REPETICIONES CGG
EN MADRES Y HERMANAS DE VARONES AFECTADOS

Repeticiones CGG  Repeticiones CGG

<50 50-120

Alelo 1 Alelo 2 Alelo 2
MADRES 4 - -
HERMANAS 1 1 -

Madres y hermanas de pacientes sin incremento de la secuencia CGG:

En 11 pacientes, de los que fueron enviados con diagnostico clinico de
X- Fragit y cuyo resultado molecular descarto alteracién en el gen FMR1, se
pudo estudiar a sus madres y en un caso a su hermana. En 10 madres los
alelos amplificados fueron de tamafio normal; solo en una de ellas, un alelo

mostro tener 62 repeticiones, considerandose como una permutacion.



CUADRO 5.
DISTRIBUCION DEL NUMERO DE REPETICIONES CGG
EN MADRES Y HERMANAS DE VARONES SANOS.

Repeticiones CGG Repeticiones CGG

<50 50-120

Alelo 1 Alelo 2 Alelo 2
MADRES 11 10 1
HERMANAS 1 1 0

Determinacion del estado de metilacién de las islas CpG.

La amplificacién de las islas CpG adyacentes a la secuencia repetitiva
CGG en el gen FMR1 se logra, segin la estrategia implementada, solo en los
casos en los que esta region se encuentra metilada, lo que ocurre, en forma
normal, en el cromosoma X inactivo de las mujeres y en el cromosoma X de los
varones cuando el gen FMR1 se metila por la presencia de una secuencia
repetitiva que sea igual o mayor de 200 tripletes CGG.

De los 31 varones enviados como propdsitos, en 8 se dio la amplificacion
de las islas CpG asi como del control interno utilizado en la prueba (Cuadro 6).
Estos individuos son exactamente los mismos en los que no amplificd la
secuencia repetitiva CGG. En las 18 mujeres analizadas, entre las que se
incluye una proposita, hubo amplificacion de esta secuencia (Figuras 11y 12)

Por {a metodologia usada, solo podemos suponer que la secuencia
amplificada corresponde al cromosoma X inactivo normal en estas mujeres. Sin
embargo, el hecho de que en todas eilas se logré la ampiificacion de las

secuencias repetitiva CGG, apoya esta presuncién.



CUADRO 6.
AMPLIFICACION DE LAS ISLAS CpG EN PROPOSITOS Y
FAMILIARES

Amplificaron No amplificaron
Pfopésitos Familiares Propésitos Familiares Total
Varones 8 0 23 3 34
Mujeres 1 17 0 0 18

Total 9 17 ‘ 23 3 52




38

FIGURA 11: :
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE LOS
PRODUCTOS AMPLIFICADOS DE LAS ISLAS CpG.
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Carril 1: marcador de 50pb. Carriles 2-4, 7-14: Varones
Sanos. Carriles 5-6: Varones afectados.
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FIGURA 12:
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE LOS
PRODUCTOS AMPLIFICADOS CON EL CONTROL INTERNO
PARA LAS ISLAS CpG. ‘
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Carriles 1-3, 13: Varones sanos. Carriles 4-6, 10-12: Varones
Afectados. Carriles 7- 9: Mujeres con amplificacion del
Cromosoma X inactivo. Carril 14: marcador de 100pb.
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DISCUSION

Desde el descubrnmiento de que la expansién de la secuencia
repetitiva CGG en el gen FMR1 es la causa del sindrome X-Fragil, varios
métodos han sido propuestos para determinar el tamario de dicha secuencia, lo
cual define si el gen FMR1 se encuentra activo o inactivo y, por ende, si existe o
no, expresién de la proteina. Los métodos basados en Southern blot resultan
complejos y costosos, en tanto que los basados en la amplificacion del

segmento repetitivo mediante RCP simple resultan ineficientes:-

Por lo tanto, una propuesta basada en la modificacién del ADN mediante
tratamiento con bisulfito de sodio, seguida de amplificacién por reaccion en
cadena de la polimerasa usando iniciadores sobre la cadena antisentido, que
permitiria determinar tanto el tamafio de la secuencia repetitiva como el estado
de metilacion del gen FMR1, resulta sumamente interesante y de facil
realizacién. En estas circunstancias nos propusimos este estudio con la
intencion de validar el procedimiento en su utilidad para diagnosticar
molecularmente, en forma facil y eficiente, los pacientes con presuncion

diagnostica de sindrome X-Fragil.

Si bien este procedimiento tiene el inconveniente de amplificar
secuencias de no mas de 120 pares de bases, la estrategia de estudiar
conjuntamente el estado de metilacién Ade las islas CpG adyacentes, permite
confirmar los resuitados previos y eliminar las dudas en la mayor parte de
casos.

En este estudio se analizaron 52 individuos pertenecientes a 32 familias.
En 8 de los 31 casos indices no se logrd la amplificacién de la secuencia
repetitiva CGG, en tanto que el control interno usado amplifico adecuadamente

en todos ellos.
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Esto es interpretado como evidencia indirecta de que la secuencia
repetitiva es demasiado grande (mas de 120 tripletes) para ser amplificada por
este procedimiento. Por otro lado, el hecho de que en estos mismos pacientes
sl amplifico la region de islas CpG, nos demuestra que estas regiones estan
metiladas, lo que como sabemos ocurre Unicamente si la secuencia repetitiva
CGG sobrepasa los 200 tripletes (mutaciéh completa). Los dos resultados, en
conjunto, nos aseguran el diagnéstico molecular de X-Fragil en estos pacientes.

En todas las mujeres analizadas se logr6 la amplificacion de las islas
CpG adyacentes a la secuencia repetitva CGG en el gen FMR1. Esta
.amplificacién se logfa, segun la estrategia implementada, s6lo en los casos en
los que esta region se encuentra metilada. Esto ocurre en el cromosoma X
inactivo de las mujeres y en el cromosoma X de los varones cuando el gen
FMR1 se metila por la presencia de una secuencia repetitiva igual o mayor de
200 tripletes CGG. Aunque por el procedimiento utilizado, solo podemos
suponer que la secuencia amplificada en las mujeres estudiadas, corresponde
al cromosoma X inactivo normal, el hecho de que en todas ellas se logr6 la
amplificaciébn de las secuencias repetitivas CGG, apoya fuertemente esta
presuncion.

De las 4 madres de pacientes afectados, en quienes fue posible realizar
el estudio molecular, en todas ellas solo se pudo amplificar uno de los alelos (
de tamafio normal). Asi mismo, suponemos que el otro alelo no pudo ser
amplificado debido a que su tamafio excedid los 120 tripletes. En todas ellas, la
amplificacién de las islas CpG mostré bandas con caracteristicas similares a las
de los controles. Esto nos permite suponer que el alelo no ambliﬁcado debe
tener un tamafo entre 120 y 200 repeticiones CGG, ya que de exceder este
tamafo, la secuencia estaria metilada y la banda de amplificacién de las islas

CpG seria de mayor intensidad que las controles.
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Interesantemente, la madre de un paciente en quien el tamafio de la
repeticion fue normal, mostré un alelo de 62 repeticiones, es decir, en estado de
premutacion. Es evidente que este alelo no lleg6 a ser una mutacién completa

al ser heredado.

La aplicacion de esta estrategia no permite la amplificacion de
secuencias mayores a 120 repeticiones CGG, lo que nos impide Ja identificacion
de un nimero de secuencias que por su tamafio caen en el rango de
premutaciones (120 a 200 pb). Desafortunadamente, la amplificacién de las
islas CpG en portadoras de estas premutaciones, no es tan Gtil como lo es con
los individuos que presentan una mutacién completa y q‘u'e' poi' ende muestran

metilacion de estas regiones.
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CONCLUSIONES

1.- La modificacién del ADN por bisulfito de sodio, el cual sustituye las
citosinas no metiladas por uracilo, permite amplificar y visualizar eficientemente

secuencias ricas en G+C como las presentes en el gen FMR1.

2.- La imposibilidad para amplificar secuencias de mas de 120 tripletes
CGG resulta en una seria limitante de este procedimiento para la detecciéon de

secuencias en estado premutado.

3.- Esta limitacién quiza pueda ser solucionada con la utilizacién de
polimerasas de tipo elongasa que permitan la amplificacion de secuencias

mayores.

4.- Ademas del Sindrome X-Fragil, otras patologias cuyo diagnéstico
molecular presenta los mismos problemas, podrian ser beneficiadas por este

procedimiento.
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ANEXO

FAMILIA | NUMERO DE |PARENTESCO |SEXO | REPETICIONES | AMPLIFICACION DE
INDIVIDUOS CGG LAS ISLAS CpG
1.1 1 Propésito M 25/— No amplifico
2.1 Propésito M -l Si_amplifico
2.2 Mama F 18/— Si_amplifico
23 3 Hermana | F 18/31 Si_ampiifico
3.1 _ Propésito M 19/— No amplifico
3.2 2 Mama F 15/19 Si_amplifico
4.1 1 Propésito M 22/~ No amplifico
5.1 1 Propésito M 21/~ No amplifico
6.1 1 Propésito F 20/21 Si_amplifico
7.1 1 Propésito M womfnne Si amplifico
8.1 Propésito M 5/--- No amplifico
8.2 2 Mama F 5/18 Si_amplifico
9.1 1 Propésito M 18/--- No amplifico
10.1 Proposito M f--- Si_Amplifico
10.2 2 Mama F 20/--- Si amplifico
11.1 1 Propésito M 11/--- No amplifico
12.1 Propésito M 10/-—- No amplifico
12.2 2 Hermano M 20/~ No ampilifico
- 13.1 1 Propésito M —mefe Si amplifico
14.1 1 Propbsito M 15/--- No amplifico
15.1 1 Propésito M 15/ No amplifico
16.1 Propésito M 15/--~ No amplifico
16.2 2 Mama F 12/15 Si amplifico
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17.1 Proposito M 12/—- No amplifico
17.2 2 Hermano M 12/—- No ampilifico
18.1 Propésito M R et Si Amplifico
18.2 2 Mama F 12)—- Si__amplifico
19.1 Propodsito M e e Si Ampilifico
19.2 Mama F 13/— Si _amplifico
19.3 Hermana F Si_ampilifico
194 4 Hermana F Si_ampilifico
20.1 Propb6sito M 13/— No amplifico
20.2 2 Mama F 13/20 Si_amplifico
211 Propésita M © 12/~ .- - { - No amplifico
21.2 2 Mama F 12/13 Si_amplifico
22.1 Propésito M 11/ No ampilifico
22.2 2 Mama F 11/13 Si_amplifico
23.1 Propésito M 13/-- No amplifico
232 2 Mama F 13/17 Si_amplifico
24.1 1 Proposito | M 17)-— No amplifico
25.1 Propdsito F 20/~-- Si_amplifico
252 Mama M 18/20 No amplifico
25.3 3 Hermana F 18/22 Si_ampilifico
26.1 1 Propdsito M 15/~— No amplifico
27.1 Propdsito F 18/--- Si _ampilifico
27.2 2 Mama M 5/18 - No ampilifico
28.1 Propbsito M o Si Amplifico
28.2 2 Primo M -—f-~- Si amplifico
29.1 1 Propésito M 11/~ No amplifico
30.1 1 Propdsito M 21/~ No _amplifico |
31.1 Propésito M 15/~ No ampilifico
31.2 . Mama F 15/62 Si_amplifico
31.3 3 Hermana F No amplifico
32.1 Propésito M 21/~-- No ampilifico
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32.2 Mama M 12/21 No amplifico
33.1 Propésito M
33.2 Hermano M
34.1 Propésito F Si_amplifica
34.2 Hermana F Si_amplifica




