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RESUMEN 

El síndrome X-Frágil es la causa heredable más frecuente de retardo mental. 

Se transmite ligado al cromosoma X mediante un mecanismo inusual de herencia y 

está asociado a la expresión citogenética del sitio Frágil Xq27.3 (FRAXA). 

El fenotipo clínico de los pacientes con X-Frágil incluye anormalidades físicas, 

retardo mental y trastornos de la conducta. La mutación que causa el síndrome es 

una amplifl<::§!~ón trinucleótic:J~ CGG ~.!l. la_ r~gión_ no tradiJ~i!>Le ~~~~~ ~xón 1 en el gen 

FMR1. En individuos normales esta secuencia es polimórfica en longitud y contenido 

variando de 6 a 50 repeticiones CGG. En los individuos afectados con el s~­

Frágil, el segmento amplificado muestra más de 200 repeticiones y ocurre m'ªtilación 

·''ile las~~e~GG~ ~~las CpG adyacentes: lo que .da lugar a la inacti~aci;-~ · 
_,.. - - -

_Q_el gen. (EI-gen·eñesta'do de premutaciórÍ oontiene de 50 a 200 repeticiones CGG y 

las portadoras muestran alta tendencia a producir gametos con la mutación completa 

que dará individuos afecta~ La determinación del número de repeticiones CGG se 

ha logrado mediante Southern blot con marcaje radiactivo aunque resulta complejo y 

costoso. Mediante reacción en cadena de la polimerasa (RCP) es difícil lograrlo ya que 
~ 

el alto contenido de C+G en la secuencia da lugar a la formación de estructuras 

secundarias, por lo que se ha utilizado análogos de base como la 7-dea.;;a-dGTP pero 

con el inconveniente de no poder ser teñidos por las técnicas convencionales. Para 

evadir esta complicación se han propuesto técnicas como la modificación 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 metilación de las islas 

CpG en el gen FMR1. En 52 individuos de 32 familias se trató una alícuota de ADN 

genómico con bisulfito de sodio, el cual convierte las citosinas no metiladas en uracilo. 

Luego se realizó 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 logró amplificar las islas CpG (metiladas) en 8 de ellos. Como era de 

esperarse, en estos pacientes no amplificó la secuencia que contiene las repeticiones 

CGG, lo que por otro lado, sí fue posible en los controles sanos. 
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MARCO TEORICO 

SINDROME X-FRAGIL 

El síndrome X-Frágil, llamado también síndrome Martín Bell, representa 

la causa heredable más común de retardo mental( 1-3). Su frecuencia es de 

aproximadamente 1 en 1500 hombres y 1 en 2500 mujeres, y está asociado con 

la expresión citogenética del sitio frágil 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 síndrome muestra penetrancia incompleta; solo un 80% de los 

hombres con la mutación muestran la enfermedad. Por otro lado, un 20 % de 

las mujeres, heterocigotas para la mutación, muestran también la enfermedad 

(7- 9). 

FIGURA 1. ARBOL GENEALOGICO MOSTRANDO EL MECANISMO 
INUSUAL DE HERENCIA DEL SINDROME X-FRAGIL. 
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La mutación que causa el síndrome X-Frágil es una amplificación 

trinucleotida CGG del primer exón en la región no traducible 5' del gen FMR1 

(Frágii-X Mental Retardation 1) (10). Esta región es normalmente polimórfica 

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 más repeticiones, lo que se considera una mutación 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 

Exones 1 2 3 

11 
Normal ¡:~"/ 1 

6-5¡ CGG 

Premutado 

50-200 CGG 

l 
Mutado 

> 200 CGG 

CUADRO CLINICO 

El fenotipo clínico de los pacientes con el síndrome X Frágil incluye 

anormalidades físicas, retardo mental y trastornos de la conducta. En edad 

puberallas características más sobresalientes son: macrocefalia, cara alargada, 

orejas prominentes, macrorquidismo, hiperextensibilidad de articulaciones 

pequeñas, prolapso mitra!, piel fina, hipotonía, convulsiones, etc. 
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En edad prepuberal, los hallazgos pueden ser más inespecificos; el 

macrorquidismo está presente en alrededor del 10% de los casos. Presentan 

también hiperquinesia, inestabilidad emocional, movimientos estereotipados y 

conducta autista. Aproximadamente el 1 O% de los varones autistas, son X­

Frágil positivos. 

En la etapa preescolar, el retardo mental puede no ser tan evidente, en 

cambio sí lo son los trastornos del lenguaje. A pesar de toda esta gama de 

anomalías, del 1 O al 15% de afectados presentan únicamente retraso mental 

(3- 5, 7, 8, 10). 

HERENCIA 

A partir de la primera descripción por Martín Bell, (1943), de pacientes 

con retardo mental heredándose en forma ligada al cromosoma X, se había 

observado una serie de irregularidades en la transmisión de este padecimiento, 

como el hecho de que algunos varones con fenotipo, desarrollo mental y 

cariotipo normales podían transmitir la enfermedad (8, 1 0). 

En 1969 Lubs describió un varón con retardo mental (RM) y un sitio 

Frágil (constricción secundaria) en la parte distal del brazo largo del cromosoma 

X. Posteriormente se denominó síndrome X-frágil a la coexistencia de retardo 

mental (RM ) con el sitio frágil 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 segregación del gen 

en sucesivas generaciones se caracteriza por una serie de hechos, que no 

tenían explicación y que en conjunto se denominó la "Paradoja de Sherman". 

Así: 

El sexo y el coeficiente intelectual del portadora influyen en la expresión del 

RM en sus hijas. 
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- Los hijos con X-frágil, 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 comparación 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 comparación con las hijas de esos mismos 

VTS(penetrancia 74%). 

Estas observaciones llevaron al planteaÍl)iento de distintas hipótesis que 

trataron de explicar los mecanismos causantes de la enfermedad ( 8). 

En 1985, Pembrey postuló que existiría una premutación en varones que 

sólo se convertiría en mutación al ser sometida al fenómeno de recombinación 

en las células originales hijas (14). Nussbaun y col. consideraron que la 

presencia del sitio frágil Xq27.3 podría favorecer una recombinación no 

homóloga y ser ésta la lesión inicial o premutación, de modo que en sucesivas 

meiosis, el apareamiento con otra secuencia similar del otro cromosoma X 

conllevara la amplificación de esas secuencias repetitivas (15). Friedman y 

Howard-Peebles argumentan que el sitio frágil podría ser consecuencia de la 

acción de elementos transponibles o virus (16). Steinbach (17) e Israel (18) en 

forma independiente sugirieron que podría intervenir un loci modificador 

autosómico en las manifestaciones de la enfermedad, aunque el hecho de que 

la fragilidad se mantuviera en híbridos celulares que tenían sólo el cromosoma 

X humano, cuestiona la existencia de dichos loci. (19). Warren consideró que la 

fragilidad observada "in vitro" también ocurriría "in vivo", lo que llevaría a la 

producción de un mosaicismo nulisómico para los genes distales (20). Laird 

propuso en 1987 que la mutación del gen es Fra-X condicionaría una 

alteración en el proceso de reactivación del cromosoma X en la meiosis, 

permaneciendo inactivo en la zona correspondiente el gen, de modo que dicho 

sector del cromosoma continuaría en sucesivas generaciones con dicha 

inactivación, marca o "imprinting" (21 ). 
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Este proceso involucraría en forma teórica una metilación diferencial en 

el ADN, aunque Khalífa y col. (22) no hallaron evidencia de que la metilación 

del ADN en zonas vecinas al locus Fra-X tuviera un papel en la producción del 

síndrome. 

Gracias al análisis de las secuencias de los repetidos del gen FMR1 en 

diferentes poblaciones humanas, se cree que la secuencia ancestral 

relacionada con el síndrome fue una secuencia pura de CGG, carente de las 

interrupciones AGG (23-26). Esto plantea una posible explicación para la 

expansión de los repetidos, en la cual la DNA polimerasa, copia 

equivocadamente varias veces la misma secuencia de repetidos ,durante la 

replicación de la hebra rezagada del DNA. (23, 24) 

SITIO FRAGIL 

El sitio Frágil Xq27 .3, es un sitio frágil raro, sensible a lf! concentración 

de folatos y timidina en el sistema de cultivo celular. El Fra(X) (q27.3) es 

observable como un gap (región no teñida) o una ruptura verdadera (5, 15) 

(Figura 3). 

FIGURA 3. CARIOTIPO HUMANO CON SITIO FRAGIL. 

-

..... 

., ' ( ~ 

' La flecha muestra un gap en Xq27.3 

, 
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En el aspecto bioquímico, el sitio frágil es posiblemente consecuencia de 

la alteración en la síntesis del ADN ocasionada por una disminución del 

desoxitimidinamonofosfato (dTMP), resultante a su vez de una deficiencia de 

ácido fólico (5, 15, 27). 

La deficiencia de ácido fólico in vitro, ya sea porque el medio de cultivo 

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 expresión del sitio frágil (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 está altamente conservado entre las 

especies (Figura 4). El hallazgo más importante en este gen ha sido la 

identificación 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 1 O repeticiones CGG (9, 33). 

FIGURA 4. ESTRUCTURA DEL GEN FMR1 

Islas CpG 
Repeticiones CGG 

+ 
• 11 1 1 1 1 

111 IV V VI VIl VIII IX 

38 Kb 

1 1 1 1 1 1 

X XI XII XIII XIV XV XVI XVII 

Aparentemente el gen FMR1 se expresa en todos los tejidos, pero es 

más alta en cerebro, placenta y gónadas de individuos normales (35). 
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El incremento de la secuencia repetitiva CGG a más de 200 tripletes, 

desencadena un proceso de sobremetilación de esta región que, como se había 

dicho, es parte de las islas CpG, dando lugar a la inactivación del gen FMR1 e 

impidiendo el proceso de transcripción y por ende la síntesis de la proteína (5, 

9, 1 0). El hecho de existir pacientes con deleciones o mutaciones puntuaíes sin 

la expansión 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 recombinación homologa, 

presentaron características compatibles con el síndrome 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 características más 

importantes son: 

• Contienen una secuencia rica en arginina y glicina llamada caja "RGG" la 

cual está localizada en el extremo carboxilo terminal de la proteína, esta 

secuencia ha sido encontrada en las llamadas proteínas de unión al ARN. 

• Muestra dos secuencias de repeticiones internos de aminoácidos (I/LN-1-G­

X2-G,X2-I), estas repeticiones son similares entre sí con un 39%. Además 

estas repeticiones están altamente interespaciadas por residuos 

hidrofóbicos. 

• Estas repeticiones abarcan 40 aminoácidos cada uno y se localizan entre los 

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

Procedimientos de diagnóstico: 

Actualmente existen pruebas de diagnóstico molecular capaces de 

determinar en forma directa el tamaño de la secuencia repetitiva, tanto en 

individuos normales como en premutados y mutados. La utilización de Southem 

blot, asociado o no a reacción en cadena de la polimerasa (RCP) y con o sin 

marcaje radioactiva permite el diagnóstico de estas mutaciones, pero 

desafortunadamente resulta compleja, costosa y requiere de mayor tiempo y 

esfuerzo (6, 42-44). 

Debido a que la región en donde ocurre la mutación es rica en 

secuencias C+G, se forman estructuras secundarias por apareamiento entre 

ellas que impiden o dificultan la amplificación de estas secuencias por RCP 

simple, lo que ha llevado al uso de aditivos químicos como dimetilsulfoxido 

(DMSO) o forma mida y de análogos de base como el 7 -deaza-dGTP que, 

sustituyendo al GTP, evitan la formación de tales estructuras. Además se ha 

requerido de enzimas especiales como Pwo, Pfu o XL polimerasa (6, 45-49). 

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

1. El ADN que contiene el análogo de base migra más 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 tinción. En estas circunstancias se han utilizado 

también iniciadores marcados y teñidos 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 teñidos con bromuro de etidio debido a que 

el análogo altera su estructura electrónica impidiendo florecer (49-51 ). 
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Varios autores han propuesto que, sustituyendo parcialmente el análogo 

de base en proporción 3:1, se logran amplificar y teñir secuencias de tamaño 

normal. Sin embargo, existen reportes en los que se ha intentado reproducir 

esta metodología sin haber tenido éxito (49-54) .En nuestro laboratorio, por 

espacio de varios meses, intentamos llevar a cabo este procedimiento sin lograr 

los resultados esperados. 

Modificación del ADN con bisulfito de sodio: 

La modificación del ADN por bisulfito d~ sodio f~~ descrita por Shapiro 

y col. y Hayatsu y col. en 1970 con el objeto de evitar los residuos 5-

metilcitosina (SmC), que participan en la metilación del ADN y que dan lugar a la 

inactivación en algunos genes durante el desarrollo (55-58). 

Este procedimiento ha permitido la obtención de importantes 

conocimientos sobre el papel que tiene la metilación 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 modificación del ADN para 

determinar el estado de metilación del gen FMR1 y la detección de la secuencia 

repetitiva CGG. De esta manera se podría utilizar la RCP simple sin el 

requerimiento de aditivos químicos, análogos de base o enzimas especiales, y 

ser teñido por cualquier técnica convencional. En estas circunstancias, este 

procedimiento resulta competitivo y ventajoso en comparación con el Southem 

blot asociado o no a RCP y con o sin marcaje radioactiva (49). 
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Este tratamiento consta de tres pasos para llevar a cabo la modificación: 

1. La adición del bisulfito de sodio a la doble unión de los carbonos 5-6 de 

la citosina. 

2. Desaminación hidrolítica del complejo citosina-bisulfito, que da lugar a un 

complejo uracilo-bisulfito. 

3. Remoción del grupo sulfonado por tratamiento con un álcali, resultando 

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

Una de las características del ADN tratado con bisulfito es que las cadenas 

resultantes ya no son complementarias una de otra. Obviamente es necesario 

diseñar iniciadores específicos para amplificar este ADN modificado (49, 55, 60, 

62-63). 

El efecto del bisulfito en las cadenas varía dependiendo del estado de 

metilación del gen, esto significa que en la cadena 5'-3' de individuos sanos y 

portadores de la premutación, 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 
·"' 

repetitiva CCG son convertidas en uracílos (UUG). Por otro lado, en aquellos 

individuos con la mutación completa, la secuencia repetitiva CGG y las islas 

CpG en la cadena 5'-3' se encuentran metiladas, por lo que la modificación no 

ocurre, mientras que en la cadena 3'-5', en la que una de las citosinas está 

metilada (CmCG), ocurre modificación de la e no metilada cmuG (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). 



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 amplificación por RCP simple con ayuda de 

análogos de base, .la modificación del ADN con bisulfito de sodio es una 

alternativa útil en la determinación del tamaño de las secuencias repetitivas 

CGG en individuos normales y portadores de la premutación X-Fra. Por otro 

lado, este mismo procedimiento permitiría amplificar las islas CpG metiladas en 

los individuos que portan la mutación completa y conocer el estado activo o 

inactivo del gen. 

Una estrategia, basada en la utilización simultánea de los dos 

procedimientos en cada individuo nos permitiría conocer el tamaño de la 

secuencia repetitiva CGG y/o el estado de metilación del gen FMR1? 
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HIPOTESIS 

La detección de las repeticiones CGG y del estado de metilación de las islas 

CpG en el gen FMR1, se logra por RCP simple mediante la modificación del 

ADN por bisulfito de sodio. 

OBJETIVOS 

• Objetivo general 

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

FMR1. 

• Objetivos específicos 

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

sodio. 

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

pacientes con diagnóstico clínico de síndrome X-frágil 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 diagnóstico clínico y molecular de 

síndrome X-Frágil. 

3. Pacientes con diagnóstico clínico de síndrome X-Frágil. 

4. Familiares en primer grado del propósito (excepto el padre). 

5. Familiares en segundo grado, por vía materna, del propósito. 

6. Aceptación verbal a participar en el estudio. 

CRITERIOS DE EXCLUSION 

No aceptación a participar en el estudio. 

CRITERIOS DE ELIMINACION 

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

calidad. 



Diagrama de flujo 
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ESTRATEGIA 

Determinación del número de repeticiones CGG 

Por la ubicación de los iniciadores empleados, la secuencia a amplificar 

tendrá 215 pb. más el tamaño de la secuencia repetitiva CGG que es particular 

para cada caso (49) (Figura 7). Para determinar el número de repeticiones CGG 

se utilizó la siguiente fórmula. 

W de repeticiones CGG =Tamaño del amplificado en pares de bases- 215 

3 

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

pegarán a ésta solamente cuando las citosinas no metiladas hayan sido 

convertidas en uracilo, lo que significa que los iniciadores se alinearán 

únicamente con las secuencias de individuos sanos y portadores de la 

premutación 

Determinación del estado de metilación de las islas CpG: 

En varones con la mutación completa y en mujeres sanas se 

amplificarán las islas CpG del gen FMR1 que están metiladas. En ambos 

casos los iniciadores están diseñados para amplificar únicamente 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 cumplían con 

los criterios de inclusión enviados de la consulta externa de Genética de los 

hospitales de Pediatría, Especialidades y Ginecoobstetricia del Centro Médico 

de Occidente deiiMSS, entre noviembre de 1998 y septiembre del 2000. 



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

ADN DE UN INDIVIDUO NORMAL 

5'- AGGGGCTCATTACGCTCGA TI AA TG.GATAGGCGGTCTCCG-'3 

3 ·-TCCCCGAGTAA TGCGAGCr TI ACGTATCCGCCAGAGGC-· 5 

Desnaturalización y tratamiento con bisulfito de sodio 

5'-AGGGGUTCATTAUGUTUGATTAATGUATAGGUGGTUTUUG-'3 

FR754F 

3'-TUUUUGAGTAATGUGAGUTAATTAUGTATUUGUUAGAGGU-'5 ... 
FR526R 
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FIGURA 8. TRATAMIENTO CON BISULFITO PARA LA AMPLIFICACION DE 
LAS ISLAS CpG 

ADN DE UN INDIVIDUO AFECTADO 

5. -AGTC!!GG!!GG!!GGA!!GG!!GG!!GG!!GG!!GGA!!GG!!GG-·3 

3.-TCAGG!!CG!!CGCCTG!!CGCCGCCG!!CGCCTG!!CG!!C- ·5 

~ 
Desnaturalización y tratamiento con bisulfito de sodio 

~ 
5. -AGTC!!GG!!GG!!GGA!!GG!!GG!!GG!!GG!!GGA!!GG!!GG- ·3 

FR690F 

3.-TCAGGCUGCUGCCTGCUGCUGCUGCUGCCTGCUGCU-·5 - - - - - -~ - -
FR611R 
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Obtención de la muestra: 

De cada individuo captado para el estudio se colectaron de 5 a 1 O mi de 

sangre periférica (por punción venosa en un tubo con sistema de vacío, 

vacutainer Beckton Dickinson) con EDTA al10%. 

Obtención del paquete de leucocitos: 

De cada muestra de sangre periféricá .se reafizó la separación de 

leucocitos mediante una solución de lisis de eritrocitos (10:1 de NH4CL 0. 144M 

y NH4HC03 0.01 M). Se agregaron 1 O mi de esta solución de lisis a la muestra 

de sangre, se mezcló por inversión y se dejó reposar durante 15 minutos a 4 oc. 
Posteriormente, se centrifugó a 5000 rpm durante 20 minutos. Se descartó el 

sobrenadante; después se agregaron otros 1 O mi de la solución de lisis, se 

resuspendió el paquete de leucocitos y se repitió este mismo procedimiento 

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

Extracción de ADN genómico: 

La lisis de leucocitos y la extracción de ADN se realizó por el método de 

Miller, el cual involucra la saturación con sales de las proteínas celulares por 

deshidratación y precipitación con una solución saturada de cloruro de sodio. 

El paquete de leucocitos se resuspendió en 3 mi de buffer de lisis (Tris­

HCL 10mM, NaCL 400mM, y Na2EDTA 2mM pH 8.2) posteriormente se agregó 

0.2ml de SOS al10% y 0.5 mi de solución de proteinasa K (1mg de proteinasa 

K en SOS al 1% y Na2EDT A 2m M pH 8.2). 
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Se incubó el paquete de leucocitos en esta solución a 37°C durante toda 

la noche. Al día siguiente se adicionó 1 mi de una solución saturada de NaCL 

6M y se mezcló vigorosamente durante 15 segundos. El sobrenadante se pasó 

a otro tubo de plástico de 50ml y se agregaron dos volúmenes de etanol 

absoluto frío. Se invirtió lenta y repetidamente el tubo hasta que el ADN 

precipitó. 

Las cadenas del ADN precipitado se tomaron con una punta estéril y se 

pasaron a un tubo de micro centrifuga de 1.5ml estéril que contenía de 100-200 

111 de buffer TE (Tris-HCL 10mM, y Na2EDTA 2mM pH 7.5) (64). 

Determinación de la concentración y calidad del ADN: 

Mediante espectrofotometría y electroforesis se determinó la 

concentración y pureza del ADN. Las muestras cuya cantidad y pureza fueron 

aceptables (concentración mayor a 1J.!g!J.ll) para el análisis, 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 modificación se realizaron los siguientes pasos: 

1. 5J.Lg de ADN genómico se desnaturalizaron a 95°C por 5 minutos. 

2. Se incubó el ADN a 3]CC por 30 minutos con NaOH a una 

concentración final de 0.3M. 

3. Se incorporó el bisulfito de sodio (pH 5) Hidroquinona a una 

concentración final de 3.1 M y 0.5 mM en un volumen de 500J.LI, 

incubándolo a 55oc por 16 horas con 150 J.ll de aceite mineral. 
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4. Se procedió a desalar el ADN con el Kit Wizard DNA clean up 

system de Promega (siguiendo sus instrucciones). 

5. Se transfirió el ADN con el bisulfito a un tubo de 1.5ml estéril 

procurando no llevarse el aceite mineral, se agregó 1 mi de DNA~ 

Clean-Up-Resin y se mezcló varias veces por inversión. 

6. Se transfirió la mezcla resina-DNA a la base de la columna, se 

aplicó vacío. 

7. Se añadió 2ml de isopropanol al 80% a la base de la columna y se 

aplicó vacío. 

8. Nuevamente se aplicó vacío por 30 segundos, se removió la base 

de la columna y se colocó la columna en otro tubo de 1.5ml estéril. 

9. Se centrifugo la columna a 1 O,OOOrpm por 2 minutos para 

remover los residuos del isopropanol. 

1 O. Se transfirió la columna a otro tubo de 1.5ml estéril, se aplicó 50 ¡.ti 

de H20 grado HPLC, precalentada (65-70°C), y se dejó reposar 

por 1 minuto, se centrifugó la columna por 20 segundos a 1 0,000 

rpm. 

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

concentración final de 0.3M, se incubó a 3JCC por 15 minutos. 

12. La solución fue neutralizada por adición de acetato de amonio (pH 

7.0) a una concentración final de 3M. 

13. Se precipitó al ADN con 4 volúmenes de etanol absoluto, se 

centrifugó por 5 minutos a 1 O,OOOrpm y se descarto el 

sobrenadante, se dejó secar por 24 horas y se resuspendió en 

50¡.tl de H20 grado HPLC (43). 
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Amplificación de la región que contiene las repeticiones CGG y las 

Islas CpG por la reacción en cadena de la polimerasa: 

La reacción en cadena de la polimerasa (RCP) es un procedimiento 

enzimático, in vitro, en el que se amplifica un segmento especifico de ADN. 

Para esta metodología se requiere: 

1) Tres segmentos de ácido 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 pofimerasa) 

3) Desoxinucleótidos trifosfatados (dNTP's) 

4) Buffer de reacción. 

5) MgCI2 

Mediante fa reacción en cadena de fa pofimerasa, se amplificó la cadena 

antisentido de (3'a 5') del gen FMR1 el cual contiene a las Islas CpG y a las 

secuencias repetitivas CGG (49). 

Iniciadores para las islas CpG : 

• FR611R: ( CGT CGT CGC GTT GTC GTAC) N= 19 

- FR690F: ( AAC GAG GAA CCG ACG ACG) N = 18 



Iniciadores para las repeticiones CGG: 

• FR526R: (GGG AGT TTG TTT TTG AGA GGT GGG) 

• FR754F: (CAA CCT CAA TCA AAC ACT CAA CTC CA) 

Condiciones de amplificación para las repeticiones CGG: 

La reacción se realizó bajo el siguiente programa, durante 32 ciclos: 

1. Desnaturalización inicial 5 min. a 95°C 

2. Desnaturalización 1 min. a 95°C 

3. Alineación de iniciadores 1 min. a 58°C 

4. Extensión 2 min. a 74°C. 

5. Ir del paso 2 al 4 (31) veces 

6. Extensión final 10 min. a 74°C 

Mantener 4°C (opcio~al). 
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N= 24 

N =26 

Cada reacción de amplificación se realizó en un volumen final de 25).11, en tubos 

eppendorf de 0.2 mi 

Mezcla de reacción: 

• 1 X PCR Buffer 

• 1 X PCR Enhancer Solution 

• MgS04 2mM 

• Iniciador (FR526R) 25pmol 

• Iniciador (FR754F) 25pmol 

• dNTP"s ( dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 0.2mM de c/u. 

• ( Platinium Taq DNA polimerasa 1 U ) 

• 2).11 de ADN tratado con bisulfito 



Condiciones de amplificación de las islas CpG: 

La reacción se realizó bajo el siguiente programa, durante 32 ciclos: 

1. Desnaturalización inicial 5 min. a 94°C 

2. Desnaturalización 30 seg. a 93°C 

3. Alineación de iniciadores 30 seg. a 63°C 

4. Extensión 30 seg. a 74°C. 

5. Ir del paso 2 al 4 (31) veces 

6. Extensión final 1 O min. a 74°C 

Mantener 4°C (opcional). 

Mezcla de reacción: 

• Buffer 10X (1X). 

• MgCI2 3mM 

• Iniciador (FR611 R) 25pmol 

• Iniciador (FR690F) 25pmol 

• dNTP"s ( dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 0.2mM de c/u. 

• (Taq DNA polimerasa 1.25 U ) 

• 2J.!I de ADN tratado con bisulfito. 
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Cada reacción de amplificación se realizó en un volumen final de 25J.!I, en tubos 

eppendorf de 0.2 mi 

Control interno: 

No pudimos usar, como control interno del proceso de amplificación, 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 reacción fue el siguiente, se mezcló ADN e iniciadores no 

modificados con el ADN modificado y sus iniciadores específicos, en el mismo 

volumen de reacción y las mismas condiciones de amplificación. Los iniciadores 

no modificados utilizados fueron para el sitio Xmnl, localizado en el intron C del 

gen del factor VIII. El tamaño del amplificado como centro! interno es de 222pb. 

Iniciadores utilizados como control interno. (66) 

- Xmni-F: (5'-AAT CAG AGA CTG CTG ATT GAC TT-3') N= 23 

- Xmni-R: (5'- AAA CAG CCA GAT AAA GCC TCC A-3') N =22 

Separación de los productos amplificados por electroforesis en geles de 

poliacrilamida: 

• Preparación de las muestras amplificadas: 

De cada producto amplificado de las 2 RCP realizadas, se le adicionaron 5jll de 

buffer cargador. Enseguida se aplicaron las muestras en un gel de 

poliacrilamida al 12% (poliacrilamida 29:1 ). 

• Se utilizaron 3 marcadores de peso molecular de diferentes tamaños para 

determinar el tamaño de las repeticiones: 

1. 100 bp DNA Ladder ( Gibco BRL) 

2. 50 bp DNA Ladder ( Gibco BRL) 

3. 25 pb DNA Ladder (Gibco BRL) 



• Preparación del gel de poliacrilamida: 

Gel de poliacrilamida al 12% 

Relación 29:1 
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• 18.4 mi de poliacrilamida 29:1 ( 29 g de acrilamida, 1 g de bis-acrilamida 

en 100m!} 

• 4.6 mi de buffer TBE 1 OX (EDT A 0.02M, Tris 0.89M, Ácido bórico 

0.89M} pH 8.0 

• 22.50 mi de H20 desmineralizada 

• 4601.11 de persulfato de amonio al 10% 

• 46¡.tl de temed 

Se dejó polimerizar por 30 minutos, y se colocó buffer de corrimiento (TBE 

1 X) dejándolo precorrer por 1 hora a 1 00 volts , se aplicaron las muestras. Se 

dejo correr por 9 horas a 150 volts 1 25mA. 

Tinción con nitrato de plata para geles de poliacrilamida 

1. Fijación en solución fijadora (etanol 10%, ácido acético 0.5%) por 1 O 

minutos, eliminar. 

2. Tinción con Nitrato de plata al 0.2% disuelto en solución fijadora, por 1 O 

minutos, eliminar. 

3. Enjuágar con agua bidestilada por 1 minuto. 

4. Agregar solución reveladora (NaoH 3.0%, formaldehído 0.5%) hasta la 

aparición de bandas(10-20 minutos) eliminar. 

5. Enjuagar con solución fijadora por 5 minutos. 



Preparación de soluciones: 

Solución fijadora 

Etanol absoluto 1 Oo/c;,_ ___ _ 

ácido Acético 0.5% ____ _ 

Aforar a 11itro con agua bidestilada. 

Nitrato de plata 

AgN03 0.2%----- 0.2g 

Aforar a 1 OOml con solución fijadora. 

Solución reveladora 

NaOH 3.0% ___ _ 30g 

Formaldehído 0.5% __ 5ml 

Aforar a 1 litro con agua bidestilada. 

100ml 

5ml 

29 
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RESULTADOS 

El análisis, mediante RCP, de fas repeticiones CGG y fas Islas CpG 

adyacentes en el gen FMR1, se realizó en 52 individuos que incluyeron 32 

propósitos y 20 de sus familiares pertenecientes a 32 familias, enviados con 

diagnóstico clínico de X-Frágil de fa consulta externa de Genética de los 

hospitales de Pediatría, Ginecoobstetricia y Especialidades del Centro Médico 

de Occidente del IMSS, entre noviembre de 1998 y septiembre del 2000 

(Cuadro 1). 

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

Varones Mujeres 

Propósitos 31 

Familiares 3 17 

Total 34 18 

Determinación de l~s secuencias repetitivas CGG. 

Total 

32 

20 

52 

La amplificación de las secuencias repetitivas CGG se logró 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 índices, no se logró la amplificación 

de la secuencia CGG; en todos estos individuos el control interno utilizado 

amplificó adecuadamente (Figuras 9 y 1 0). La no amplificación en estos 

pacientes, es interpretada, según la estrategia planteada, como evidencia de 

que la secuencia repetitiva CGG está incrementada en más de 120 tripletes. 
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El tamaño de los segmentos amplificados, en los individuos analizados, 

varió entre 5 y 31 repeticiones CGG, ubicándose dentro de lo que se conoce 

como rango nonnal. Solamente una mujer mostró, además de su alelo nonnal, 

un alelo de 62 repeticiones, considerado en el rango de premutación. En la 

mayor parte de las mujeres analizadas se observaron 2 aleles de tamaño 

diferente; en algunos casos se observó que los dos aleles eran de tamaño muy 

similar e incluso mostrándose como una sola banda de mayor intensidad. 

1 O individuos, incluyendo 5 varones y 5 mujeres, fueron estudiados como 

grupo control. En todos ellos se dio la amplificación de la~ repeticiones CGG 

con rangos de tamaño nonnal. En las 5 mujeres ocurrió también la amplificación 

de las islas CpG. 

CUADR02. 
AMPLIFICACION DE LAS REPETICIONES CGG EN PROPOSITOS Y 
FAMILIARES 

Amplificaron No amplificaron 

Propósitos Familiares Propósitos Familiares 
Total 

Varones 23 3 8 o 34 

Mujeres 17 o o 18 

Total 24 20 8 o 52 



CUADRO 3. 
AMPLIFICACION DE LAS ISLAS CpG EN PROPOSITOS Y 
FAMILIARES 

Amplificaron ~No amplificaron 
Total 

Propósitos Familiares Propósitos Familiares 

Varones 8 o 23 3 34 

Mujeres 1 17 o o 18 

Total 9 17 23 3 52 
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FIGURA 9. 
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE LOS 
PRODUCTOS AMPLIFICADOS DE LAS SECUENCIAS 
REPETITIVAS CGG. 

1 3 4 5 6 7 8 9 5 1617 18 

Carri11: marcador de 25pb. Carri12: 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. 

300 

200 

lOO 



FIGURA 10: 
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE LOS 
PRODUCTOS AMPLIFICADOS CON EL CONTROL INTERNO 
PARA LAS REPETICIONES CGG. 

200 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Carril 1: Varon sano sin control interno. 
Carriles 2, 4-11: Control interno en varones afectados. 
Carril 3: Varon afectado sin control interno. 
Carril12: 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 alelas (Cuadro 4). 

CUADR04 .. 
DISTRIBUCION DEL NUMERO DE REPETICIONES CGG 
EN MADRES Y HERMANAS DE VARONES .ÁFECTADOS 

Repeticiones CGG 
<50 

Alelo 1 Alelo 2 

MADRES 4 

HERMANAS 1 1 

Repeticiones CGG 
50-120 

Alelo2 

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

En 11 pacientes, de los que fueron enviados con diagnostico clínico de 

X- Frágil y cuyo resultado molecular descarto alteración en el gen FMR1, se 

pudo estudiar a sus madres y en un caso a su hermana. En 1 O madres los 

alelos amplificados fueron de tamaño normal; solo en una de ellas, un alelo 

mostró tener 62 repeticiones, considerándose como una permutación. 



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

MADRES 

HERMANAS 

Repeticiones CGG 
<50 

Alelo 1 Alelo 2 

11 10 

1 1 

Repeticiones CGG 
50-120 

Alelo2 

1 

o 

Determinación del estado de metilación de las islas CpG. 
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La amplificación de las islas CpG adyacentes a la secuencia repetitiva 

CGG en el gen FMR1 se logra, según la estrategia implementada, solo en los 

casos en los que esta región 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 propósitos, en 8 se dio la amplificación 

de las islas CpG así como del control interno utilizado en la prueba (Cuadro 6). 

Estos individuos son exactamente los mismos en los que no amplificó la 

secuencia repetitiva CGG. En las 18 mujeres analizadas, entre las que se 

incluye una propósita, hubo amplificación de esta secuencia (Figuras 11 y 12) 

Por la metodología 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 ellas se logró la amplificación de las 

secuencias repetitiva CGG, apoya esta presunción. 



37 

CUADROS. 
AMPLIFICACION DE LAS ISLAS CpG EN PROPOSITOS Y 
FAMILIARES 

Amplificaron No amplificaron 

Propósitos Familiares Propósitos Familiares 
Total 

Varones 8 o 23 3 34 

Mujeres 1 17 o o 18 

Total 9 17 23 3 52 



FIGURA 11: 
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE LOS 
PRODUCTOS AMPLIFICADOS DE LAS ISLAS CpG. 

""·' .: ... . ~ .. '--f'..; 

200 ~·. 

150 

100 

50 

-: 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Carril 1: marcador de 50pb. Carriles 2-4, 7-14: Varones 
Sanos. Carriles 5-6: Varones afectados. 

38 



---------------------------------------------------------- ----

39 

FIGURA 12: 
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA DE LOS 
PRODUCTOS AMPLIFICADOS CON EL CONTROL INTERNO 
PARA LAS ISLAS CpG. 

300 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Carriles 1-3, 13: Varones sanos. Carriles 4-6, 10-12: Varones 
Afectados. Carriles 7-9: Mujeres con amplificación del 
Cromosoma X inactivo. Carril14: marcador de 100pb. 

100 
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DJSCUSJON 

Desde el descubrimiento de que la expansión de la secuencia 

repetitiva CGG en el gen FMR1 es la causa del síndrome X-Frágil, varios 

métodos han sido propuestos para determinar el tamaño de dicha secuencia, lo 

cual define si el gen FMR1 se encuentra activo o inactivo y, por ende, si existe o 

no, expresión de la proteína. Los métodos basados en Southem blot resultan 

complejos y costosos, en tanto que los basados en la amplificación del 

segmento repetitivo mediante RCP simple resultá!l ineficientes: · 

Por lo tanto, una propuesta basada en la modificación del ADN mediante 

tratamiento con bisulfito de sodio, seguida de amplificación por reacción en 

cadena de la polimerasa usando iniciadores sobre la cadena antisentido, que 

permitiría determinar tanto el tamaño de la secuencia repetitiva como el estado 

de metilación del gen FMR1, resulta sumamente interesante y de fácil 

realización. En estas circunstancias nos propusimos este estudio con la 

intención de validar el procedimiento en su utilidad para diagnosticar 

molecularmente, en forma fácil y eficiente, los pacientes con presunción 

diagnóstica de síndrome X-Frágil. 

Si bien este procedimiento tiene el inconveniente de amplificar 

secuencias de no más de 120 pares de bases, la estrategia de estudiar 

conjuntamente el estado de metilación de las islas CpG adyacentes, permite 

confirmar los resultados 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 índices no se logró la amplificación de la secuencia 

repetitiva CGG, en tanto que el control interno usado amplificó adecuadamente 

en todos ellos. 
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Esto es interpretado como evidencia indirecta de que la secuencia 

repetitiva es demasiado grande (más de 120 tripletes) para ser amplificada por 

este procedimiento. Por otro lado, el hecho de que en estos mismos pacientes 

si amplifico la región de islas CpG, nos demuestra que estas regiones están 

metiladas, lo que como sabemos ocurre únicamente si la secuencia repetitiva 

CGG sobrepasa los 200 tripletes (mutación completa). Los dos resultados, en 

conjunto, nos aseguran el diagnóstico molecular de X-Frágil en estos pacientes. 

En todas las mujeres analizadas se logró la amplificación de las islas 

CpG adyacentes a la secuencia repetitiva CGG en el gen FMR1. Esta 

amplificación se logra, según la estrategia implementada, sólo en los ~sos en 

los que esta región 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 logró la 

amplificación de las secuencias repetitivas CGG, apoya fuertemente esta 

presunción. 

De las 4 madres de pacientes afectados, en quienes fue posible realizar 

el estudio molecular, en todás ellas solo se pudo amplificar uno de los alelos ( 

de tamaño normal). Así mismo, suponemos que el otro alelo no pudo ser 

amplificado debido a que su tamaño excedió los 120 tripletes. En todas ellas, la 

amplificación de las islas CpG mostró bandas con características similares a las 

de los controles. Esto nos permite suponer que el alelo no amplificado debe 

tener un tamaño entre 120 y 200 repeticiones CGG, ya que de exceder este 

tamaño, la secuencia estaría metilada y la banda de amplificación de las islas 

CpG sería de mayor intensidad que las controles. 
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lnteresantemente, ·la madre de un paciente en quien el tamaño de la 

repetición fue normal, mostró un alelo de 62 repeticiones, es decir, en estado de 

premutación. Es evidente que este alelo no llegó a ser una mutación completa 

al ser heredado. 

La aplicación de esta estrategia no permite la amplificación de 

secuencias mayores a 120 repeticiones CGG, lo que nos impide la identificación 

de un número de secuencias que por su tamaño caen en el rango de 

premutaciones (120 a 200 pb). Desafortunadamente, la amplificación de las 

islas CpG en portadoras de estas premutaciones_, no es tan útil como lo es con 

los individuos que presentan una mutación completa y que. por ende muestran 

metilación de estas regiones. 
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CONCLUSIONES 

1.- La modificación 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 más de 120 tripletes 

CGG resulta en una seria limitante de este procedimiento para la detección de 

secuencias en estado premutado. 

3.- Esta limitación quizá pueda ser solucionada con la utilización de 

polimerasas de tipo elongasa que permitan la amplificación de secuencias 

mayores. 

4.- Además del Síndrome X-Frágil, otras patologías cuyo diagnóstico 

molecular presenta los mismos problemas, podrían 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 Propósito M 25/- No amplifico 
2.1 Propósito M --1- Si amplifico 
2.2 Mama F 18/- Si amplifico 

2.3 3 Hermana F 18/31 Si amplifico 
3.1 Propósito M 19/- No amplifico 

3.2 2 Mama F 15/19 Si amplifico 

4.1 1 Propósito M 22/-- No amQiifico 

5.1 1 Propósito M 21/- No amplifico 

6.1 1 Propósito F 20/21 Si amplifico 

7.1 1 Propósito M --1-- Si amplifico 
8.1 Propósito M 5/--- No amplifico 

8.2 2 Mama F 5/18 Si amplifico 

9.1 1 Propósito M 18/--- No amplifico 
10.1 Propósito M ---1--- Si AmpJifico 

10.2 2 Mama F 20/--- Si amplifico 

11.1 1 Propósito M 11/-- No amplifico 
12.1 Propósito M 10/-- No amplifico 

12.2 2 Hermano M 20/-- No amplifico 

13.1 1 Propósito M ---1-- Si amplifico 

14.1 1 Propósito M 15/--- No amplifico 

15.1 1 Propósito M 15/--- No amplifico 
16.1 Propósito M 15/--- No amplifico 

16.2 2 Mama F 12/15 Si amplifico 
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17.1 Propósito M 12/- No amplifico 

17.2 2 Hermano M 12/- No amplifico 
18.1 Propósito M --1- SI Amplifico 

18.2 2 Mama F 12/- Si amplifico 
19.1 Propósito M -1- SI Amplifico 
19.2 Mama F 13/- Si amplifico 
19.3 Hermana F Si amplifico 

19.4 4 Hermana F Si am¡:>lifico 
20.1 Propósito M 13/- No amplifico 

20.2 2 Mama F 13/20 Si amQiifico 
21.1 Propósito M 12/- ... No amplifico 

21.2 2 Mama F 12/13 Si amplifico 
22.1 Propósito M 11/--- No amplifico 

22.2 2 Mama F 11/13 Si amplifico 
23.1 Pro¡:>ósito M 13/-- No amplifico 

23.2 2 Mama F 13/17 Si amplifico 

24.1 1 Propósito M 17/-- No amplifico 
25.1 Propósito F 20/--- Si amplifico 
25.2 Mama M 18/20 No amplifico 

25.3 3 Hermana F 18/22 Si amplifico 
26.1 1 Propósito M 15/-- No amplifico 
27.1 Pro_Qósito F 18/-- Si amplifico 

27.2 2 Mama M 5/18 No amplifico 
28.1 Proj>_ósito M --1-- Si Amplifico 

28.2 2 Primo M ---/--- Si amplifico 

29.1 1 Propósito M 11/--- No amplifico 

30.1 1 Propósito M 21/--- No am¡::>lifico 
31.1 Propósito M 15/--- No am_Qiifico 
31.2 Mama F 15/62 Si amplifico 

31.3 3 Hermana F No amplifico 
32.1 Propósito M 21/--- No amplifico 
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32.2 2 Mama M 12/21 No amplifico 
33.1 Propósito M 

33.2 2 Hermano M 
34.1 Propósito F Si amplifica 

34.2 2 Hermana F Si amplifica 


