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ARTICULO ORIGINAL

Caracterizacion fenotipica y molecular de una
familia colombiana con fenilcetonuria

Nancy Gélvez, Johanna Acosta, Greizy Lopez, Derly Castro, Juan Carlos Prieto,
Martha Bermudez, Marta L. Tamayo

Instituto de Genética Humana, Facultad de Medicina, Pontificia Universidad Javeriana, Bogot4, D.C., Colombia

Introduccion. La fenilcetonuria es un trastorno metabdlico caracterizado por un compromiso
neuroldgico grave y por alteraciones del comportamiento. Su diagndstico temprano permite establecer
un tratamiento efectivo que evita las secuelas y modifica el pronostico.

Objetivo. Caracterizar a una familia con fenilcetonuria en Colombia, a nivel clinico, bioquimico y molecular.
Materiales y métodos. Se estudié una poblacién de siete individuos de una familia consanguinea
en la que cuatro hijos presentaban signos clinicos sugestivos de fenilcetonuria. Una vez firmado el
consentimiento informado, se tomaron muestras de sangre y orina para las pruebas colorimétricas,
la cromatografia de capa fina y la cromatografia liquida de alta eficacia. Se extrajo el ADN y se
secuenciaron los 13 exones del gen PAH de todos los sujetos estudiados. Se disefiaron iniciadores
para cada exdn con el programa Primer 3; la secuenciacién automatica se hizo con el equipo Abiprism
3100 Avant y, el analisis de las secuencias, con el programa SeqScape v2.0.

Resultados. Se describieron las caracteristicas clinicas y moleculares de una familia colombiana con
fenilcetonuria en la que se identificd la mutacion ¢.398_401delATCA; se presenté una correlacion
fenotipo-genotipo con una interesante variabilidad clinica entre los afectados, a pesar de tener la
misma mutacion.

Conclusiones. Es importante el reconocimiento temprano de esta enfermedad para evitar sus
secuelas neuroldgicas y psicolégicas, pues los pacientes llegan a edades avanzadas sin diagndstico
ni tratamiento adecuados.

Palabras clave: fenilcetonurias, fenilalanina hidroxilasa, discapacidad intelectual, mutacion, genética,
diagnéstico precoz, dieta.
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Phenotypic and molecular characterization of a Colombian family with phenylketonuria

Introduction: Phenylketonuria is a metabolic disorder characterized by severe neurological involvement
and behavioral disorder, whose early diagnosis enables an effective treatment to avoid disease
sequelae, thus changing the prognosis.

Objective: To characterize a family with phenylketonuria in Colombia at clinical, biochemical and
molecular levels.

Materials and methods: The population consisted of seven individuals of a consanguineous family
with four children with suggestive symptoms of phenylketonuria. After signing an informed consent,
blood and urine samples were taken for colorimetric tests and high performance liquid and thin layer
chromatographies. DNA extraction and sequencing of the 13 exons of the PAH gene were performed in
all subjects. We designed primers for each exon with the Primer 3 software using automatic sequencing
equipment Abiprism 3100 Avant. Sequences were analyzed using the SeqScape, v2.0, software.
Results: We described the clinical and molecular characteristics of a Colombian family with
phenylketonuria and confirmed the presence of the mutation ¢.398 401delATCA. We established a
genotype-phenotype correlation, highlighting the interesting clinical variability found among the affected
patients despite having the same mutation in all of them.

Conclusions: Early recognition of this disease is very important to prevent its neurological and
psychological sequelae, given that patients reach old age without diagnosis or proper management.

Key words: Phenylketonurias, phenylalanine hydroxylase, intellectual disability, mutation, genetics,
early diagnosis, diet.
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La fenilcetonuria (PKU, MIM#261600) es un error
innato del metabolismo de los aminoacidos, gené-
ticamente heterogéneo y de herencia autosdmica
recesiva (1,2). Es la forma mas grave del grupo de
enfermedades denominadas hiperfenilalaninemias
(HPA) (1), y causa discapacidad y otras secuelas
neurolégicas en los individuos afectados (1).

La fenilcetonuria se caracteriza por un aumento
del aminoacido fenilalanina y sus metabolitos
(fenil-lactato, fenil-acetato, fenil-piruvato y fenil-
acetilglutamina), en todos los liquidos corporales,
debido a una mutacién en el gen de la enzima
fenilalanina hidroxilasa (PAH) (1-5). La principal
ruta metabdlica de la fenilalanina es su hidroxilacién
a tirosina por medio de la enzima PAH y el uso de
la tetrahidrobiopterina (BH,) como cofactor; esta
enzima se reduce después de la reaccién y se
regenera por medio de la reductasa de dihidropterina
(DHPR) (1,2,4,6).

El diagnostico de la enfermedad se basa en la
deteccion de niveles elevados de fenilalanina en el
plasma, aumento que resulta en una acumulacion
téxica de fenilalanina en el cerebro, con el con-
secuente dafio neurocognitivo y neuromotor, asi
como en dificultades psicolégicas y trastornos del
comportamiento (7).

Aunque la fisiopatologia de la enfermedad no
es completamente clara, se la ha relacionado
con el exceso de fenilalanina en la sangre. En
diversos estudios se ha demostrado que existe
un desequilibrio en el transporte a través de la
barrera hematoencefalica de la fenilalanina y de
otros aminoacidos neutros largos, como la tirosina,
el triptéfano, la valina, la leucina, la isoleucina, la
treonina, la metionina y la histidina, lo cual afecta
la sintesis de otras aminas bidgenas (dopamina,
noradrenalina y serotonina) (4,5,8).

La principal causa de la hiperfenilalaninemia es
la deficiencia de PAH (98 % de los casos). Otros
defectos en la sintesis o la regeneracion de la
tetrahidrobiopterina representan el 2 % restante
de los casos, lo cual debe considerarse en el
diagnéstico diferencial, ya que su tratamiento y
prondstico son diferentes (1).
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Marta L. Tamayo, Instituto de Genética Humana, Pontificia
Universidad Javeriana, Carrera 7 N° 40-62, edificio 32, Bogot4,
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El gen PAH esta ubicado en la regién 12g22-24.1
y tiene 13 exones (3,4). Hasta el momento, se han
reportado mas de 500 mutaciones diferentes en
este gen (1-3). En la base de datos Phenylalanine
Hydroxylase Locus Knowledgebase (PAHdb), se
encuentra que los exones en los que mas se han
descrito mutaciones son: el exén 7 (15,54 %), el
6 (13,57 %), el 11 (8,93 %), el 10 (8,75 %), el 3
(7,68 %), el 5 (5,71 %), el 12 (5 %), el 9 (4,29 %),
el 8 (4,11 %) y el 2 (3,93 %) (9). La mutaciéon mas
frecuente (9,23 %) a nivel mundial es la p.R408W
en el exén 12 (9).

En Latinoamérica, las mutaciones varian segun el
pais, pero la p.V388M en el exén 11 es comin a
todos, aunque con frecuencias variables: en Brasil
oscila entre 9y 21 % (Sé&o Paulo y Minas Gerais,
respectivamente), en Chile es de 13 % y en México
se ha reportado un caso (9-12); en Venezuela se
reportd la mutacion p.S349L en el exéon 10 (9).
Entre estas se han descrito mutaciones de cambio
de sentido (62 %), mutaciones sin sentido (5 %),
mutaciones en el sitio de empalme (11 %), deleciones
pequefas (13 %) e inserciones (2 %), que afectan
tanto a los exones como a los intrones (1,3).

El espectro de las mutaciones varia en funcion de
la poblacion y el grupo étnico (1). Generalmente,
cada mutacion individual tiene una frecuencia muy
baja, asi que hay pocas mutaciones recurrentes
y muchas nuevas en una misma poblacién (1).
La fenilcetonuria es una enfermedad con gran
heterogeneidad alélica (3). En la literatura cientifica
se ha reportado un estado de heterocigoto com-
puesto con una variabilidad fenotipica, hasta en
70 % de los pacientes con fenilcetonuria (1). Su
prevalencia en la poblacion caucasica fluctia entre
1:4.000 y 21.000 recién nacidos, con un promedio
de 1:10.000 nacidos vivos, dependiendo de la zona
geografica (1,4).

Gracias al establecimiento de programas de tami-
zacion neonatal a nivel mundial, el cuadro tipico de
la fenilcetonuria clasica es poco comun, ya que se
inicia la restriccion en la dieta y la administracion de
preparados de aminoacidos libres de fenilalanina
desde el nacimiento (6,8). Sin embargo, es impor-
tante sefialar que en Colombia aln no se cuenta
con este tipo de programas.

Los pacientes que no reciben tratamiento presentan
alteraciones en el desarrollo cerebral (problemas de
mielinizacion) visibles en el electroencefalograma,
en la sintesis de neurotransmisores (dopamina,
noradrenalina y serotonina), y en la presencia
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de microcefalia, epilepsia, temblor, retardo mental
(1Q<50), espasticidad en las extremidades y signos
extrapiramidales, asi como alteraciones del com-
portamiento (hiperactividad, estereotipias, ansiedad
y agresividad) (1,5). La excrecién excesiva de
fenilalanina y sus metabolitos crea un olor a
humedad en el cuerpo y favorece la aparicion de
eccema en la piel (1,5). La inhibicion secundaria de
la tirosina es la responsable de la hipopigmentacién
generalizada (piel, pelo e iris) (1,5).

La fenilcetonuria se puede diagnosticar mediante
diferentes pruebas de laboratorio. Las pruebas
colorimétricas y la cromatografia en capa fina
son formas cualitativas de evaluar la presencia
de fenilalanina y sus metabolitos en la orina (4,5).
Los resultados positivos en estas pruebas deben
ser confirmados con pruebas cuantitativas (4,5).
La cuantificacion en sangre de la fenilalanina
y de otros aminoacidos como la tirosina, y la
medicién en orina de la tetrahidrobiopterina,
ayudan al diagnostico de la enfermedad (4,5). La
cromatografia liquida de alto rendimiento (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) es
uno de los métodos cualitativos mas utilizados para
confirmar el diagnostico en estos pacientes (5).

El diagnéstico molecular es una alternativa viable,
facil de realizar y con un alto porcentaje de
deteccioén de la mutacién (hasta 99 % al secuenciar
el gen PAH), aunque no seria costo-efectivo para
un programa de tamizacion (3).

El objetivo principal del tratamiento es disminuir
suficientemente los niveles de fenilalanina en la
sangre para prevenir los efectos neuropatoldgicos
en el cerebro y, en lo posible, mantener los niveles
de este aminoacido entre 2 y 6 mg/dl (120-360
pmol/L) (1,4,13). La ingestién de proteinas de
origen animal debe restringirse dependiendo
de los niveles de la fenilalanina en la sangre en
el momento del diagnoéstico (1,4,13). Ademas
de la administracion de preparados comerciales
de otros aminoéacidos esenciales libres de feni-
lalanina, algunos estudios han confirmado los
efectos benéficos de la administracion conjunta
de tetrahidrobiopterina (4,5). Cuando existe déficit
del cofactor, se administra tetrahidrobiopterina con
levadopa y L-5-hidroxitriptofano (1). Deben vigilarse
en forma estricta los niveles de fenilalanina en la
sangre en quienes reciben tratamiento.

En este trabajo se logré caracterizar a una familia
con fenilcetonuria en Colombia, a nivel clinico,
bioguimico y molecular.
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Materiales y métodos
Poblacién de estudio

La poblacion de estudio incluyd a siete individuos
pertenecientes a una familia consanguinea proce-
dente de Tasco, en el departamento de Boyaca. En
esta familia, cuatro hijos presentaban manifesta-
ciones clinicas sugestivas de fenilcetonuria.

Andlisis de las muestras

Se tomaron muestras de sangre y orina, y se
hicieron las correspondientes pruebas bioquimi-
cas (colorimétricas, cromatografia de capa fina y
HPLC para la confirmacion de la fenilcetonuria).
Posteriormente, se extrajo ADN mediante el
método de fenol cloroformo; se amplific6 mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional, y se secuenciaron los 13 exones del
gen PAH en todos los integrantes de la familia. El
arbol genealdgico y las fotografias de los afectados
se muestran en la figura 1.

A D__O

Figura 1. A. Arbol genealdgico de la familia afectada con
fenilcetonuria. Los simbolos en negro 1V:1, 1V:3, IV:4 y IV:5
representan a los individuos afectados. Los simbolos Ill:1 y
111:2 representan a los padres portadores. B. Fotografia de
la familia
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Se disefnaron los iniciadores para cada uno de los
exones con el programa Primer 3. La secuenciacion
automatica se hizo con el equipo Abiprism 3100
Avant y las secuencias obtenidas se analizaron
utilizando el programa SeqScape, v2.0.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de
Investigaciones y Etica de la Pontificia Universidad
Javeriana, como consta en el Acta N° 02-2011.
Cada uno de los participantes del estudio firmo el
debido consentimiento informado, aprobado por
este mismo Comité.

Resultados
Descripcion clinica

Caso 1. Era una nifia de cuatro afios de edad en
el momento de la evaluacion, producto del quinto
embarazo. Se hicieron controles prenatales desde
los dos meses de gestacion; no se registré dafio
perinatal y se traté de un parto normal, a término
y sin complicaciones. Desde los primeros meses
de vida, se evidencio el retardo en el desarrollo
psicomotor y del lenguaje. En una primera eva-
luacidn genética clinica, se reportdé bajo peso
(<P3), baja talla (<P3), pliegue epicantico bilateral,
braquidactilia, hipotonia periférica, ausencia de
lenguaje, piel hipopigmentada, (fototipo 2: blanca
beige), ojos muy claros y cabello castafio claro.

Caso 2. Era una nifia de 13 afios de edad producto
del cuarto embarazo; se hicieron los controles
prenatales y no se report6 dafio perinatal. Desde
los seis meses de vida, se evidenci6 retardo del
desarrollo psicomotor y del lenguaje, ademas de
retardo pondoestatural significativo. A los cuatro
afos de edad, la nifia comenzo a tener episodios
convulsivos con pérdida del tono y, posteriormente,
crisis tonicoclonicas generalizadas, controladas
solo parcialmente con la medicacién. En el exa-
men fisico se encontr6 baja talla (<P3), peso y
perimetro cefélico adecuados, heterocromia parcial
del iris, braquidactilia en manos y pies, ausencia
de lenguaje verbal, hiperreflexia en miembros
inferiores, piel blanca hipopigmentada, ojos muy
claros y pelo castafio claro.

Caso 3. Era un nifio de 14 afios de edad producto
del tercer embarazo; hubo controles prenatales,
el parto fue normal, a término y en el domicilio, al
parecer, sin complicaciones. Presentd problemas
de aprendizaje desde el inicio de la etapa escolar
y repitié dos veces cada afio académico debido
al mal desempefio. En el momento del estudio,

Caracterizacion de una familia con fenilcetonuria

presentaba agresividad hacia otros y ansiedad.
En el examen fisico se encontr6 frente amplia,
pelo, cejas y pestafias rojizas, ojos azules y raiz
nasal alta; establecia contacto con el examinador,
obedecia 6rdenes sencillas y su lenguaje era
poco expresivo.

Caso 4. Era una mujer de 21 afos de edad
producto del primer embarazo; no hubo contro-
les prenatales, el parto fue eutdcico, podalico a
término, y la nifia fue internada en la unidad de
cuidados del recién nacido durante dos dias (no
se especifico la causa). Desde el inicio de la etapa
escolar, presenté dificultades en el aprendizaje
asociadas a déficit de atencion y ansiedad. En el
examen fisico se encontr6 que el peso, la talla y
el perimetro cefélico estaban dentro de los limites
normales; en cuanto a la apariencia, tenia frente
amplia, pelo, cejas y pestafas rojizas, ojos azules,
raiz nasal alta, hipoplasia de alas nasales, dientes
hiperpigmentados, y presentaba abstraccién normal,
bradipsiquia y bradilalia (figura 2).

Exédmenes paraclinicos

Las pruebas colorimétricas con cloruro férrico,
dinitro-fenilhidrazina (DNFH), nitrosonaftol y nitro-
prusiato se hicieron en los cinco hijos de la familia,
y el resultado fue positivo con el cloruro férrico y la
DNFH en los cuatro individuos afectados. Ademas,
se hizo la cromatografia de aminoacidos en plasma
y orina en todos ellos, y se evidencié una banda
gue migra a la altura de fenilalanina en los cuatro
individuos con pruebas colorimétricas positivas.

Figura 2. Rostro de la paciente del caso 4. Se observa hipo-
pigmentacion.
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Se cuantificaron los aminoacidos mediante HPLC
y se encontraron niveles de fenilalanina superiores
a 1.200 umol/L en los cuatro individuos afectados,
con lo cual se determiné la presencia de la variante
clésica de la enfermedad.

Mediante secuenciacién automatica, se identifico
una delecion de 4 pb, la ¢.398_401delATCA,
en estado homocigoto en el exdn 4 en todos los
afectados, y en estado heterocigoto en los padres,
cambio que ya ha sido reportado previamente
(14). El hermano asintomatico no es portador
de la mutacién. En la figura 3 se muestra el
electroferograma con la mutacion descrita.

Ademas, en la regiéon que flanquea el intrén 4, se
detect6 una variante, un cambio de C>T, que no
se habia reportado previamente. La madre y el
hijo sano fueron heterocigotos para este cambio, y
el padre y los hijos afectados, homocigotos.

Manejo médico

Después de la confirmacion diagndéstica, se inicio
la restricciébn en la ingestién de proteinas y la
administracion de otros preparados comerciales
de aminoacidos libres de fenilalanina; asimismo,
se implemento6 un programa vigilado de pedagogia
familiar sobre el tratamiento médico y nutricional
de la enfermedad, con lo que se evidencié una
importante mejoria en los casos 1y 2 con respecto
al retardo en su desarrollo psicomotor y linguistico,
asi como de las convulsiones. En los casos 3 y
4, hubo mejoria significativa de los sintomas de
ansiedad y agresividad hacia otros.

Discusion
Se describe una familia colombiana con fenil-
cetonuria clasica confirmada mediante métodos

bioquimicos y moleculares, y se da cuenta del
hallazgo de la mutacion ¢.398_401delATCA.

En los individuos afectados con la misma mutacion,
se evidenci6é una interesante variabilidad fenotipica
familiar, tanto en la gravedad del compromiso
neurolégico como en la forma y el grado de la
hipopigmentacion. La variabilidad fenotipica se
ha reportado previamente en varios estudios. El
genotipo puede correlacionarse con la tolerancia
a la fenilalanina y la reaccién a tratamientos con
tetrabiopterinas, pero no es un predictor totalmente
confiable del fenotipo (15).

Por un lado, la variabilidad del fenotipo metabdlico
esta determinada por el genotipo, es decir, por la
mutacién encontrada en el gen PAH; sin embargo,
no predice la gravedad del compromiso neuroldgico
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Padre portador
heterocigoto

vy

Madre portadora
heterocigota

vy

Cuatro individuos
homocigotos afectados

Figura 3. A. Electroferograma de padre y madre heterocigotos
para la mutacién ¢.398_401delATCA. B. Electroferogramas de
un individuo afectado con la mutaciéon ¢.398_401delATCA en
estado homocigoto (arriba) y de un hermano sano no portador
de la mutacién (abajo)
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(16). Incluso los hermanos con un mismo genotipo,
como en este caso, presentan un fenotipo clinico,
e incluso bioquimico, diferente. Los mecanismos
causantes de estas diferencias en la patogenia
de la enfermedad aun no son del todo claros,
y varios autores han propuesto que podrian
estar influenciados por factores ambientales y
epigenéticos e, incluso, mecanismos reguladores
como la distribucion de la fenilalanina en la barrera
hematoencefalica (17), el transporte de otros
aminodacidos en dicha barrera, y polimorfismos
en otros genes reguladores, como el gran tras-
portador de aminoacidos neutros (LAT1) (18), entre
otras hipotesis.

Segun la literatura cientifica, el fenotipo corres-
pondiente a la mutacién encontrada (c.398
401delATCA) es el de una fenilcetonuria clasica,
en la cual se reportan niveles de fenilalanina sérica
de més de 1.800 umol/L, lo cual concuerda con los
hallazgos bioquimicos en los individuos afectados
en este estudio. La mutacion se encontrd en estado
homocigoto, aunque se ha reportado el estado de
heterocigoto compuesto con una frecuencia de
hasta 70 % (2,19,20).

La mutacion detectada en el presente estudio fue
reportada en 1996 por Guldberg, et al., en el estudio
colaborativo de fenilcetonuria materna (MPKUCS),
en una mujer de origen francés, holandés y aleman
procedente de Estados Unidos, quien presentaba
la forma cléasica (14).

En este estudio, después de iniciar el tratamiento
con restriccién proteica de alto valor biolégico y
administracion de una férmula de aminoacidos
libre de fenilalanina, se observaron resultados
contradictorios, pues los pacientes menos afec-
tados (casos 3 y 4) mejoraron su rendimiento
académico, su atencion e hiperactividad, en tanto
gue en el caso 1 se observé mejoria en el tono
muscular y el control de las convulsiones, pero, en
el caso 2, no se observaron cambios significativos
en su autismo, ni en el déficit cognitivo y, aunque
se logré disminuir la frecuencia de las crisis
convulsivas, no se pudieron controlar totalmente.

Lamentablemente, a pesar de las intervenciones
nutricionales, el asesoramiento y el acompafa-
miento, no todos los pacientes mantuvieron el
tratamiento, basicamente por problemas socio-
culturales, y dos de ellos lo abandonaron. Esto
resalta ain mas la importancia de un diagnostico
temprano mediante la tamizacion neonatal de
esta y otras condiciones relacionadas con los
aminoacidos, ya que, como se pudo comprobar

Caracterizacion de una familia con fenilcetonuria

con esta familia y como se reporta en otros estudios
de pacientes diagnosticados tardiamente, una
vez instauradas, las secuelas neurolégicas son
irreversibles y es dificil conseguir que el tratamiento
se mantenga (7).

La importancia de los programas de tamizacion
neonatal es evidente, pues permiten la deteccion
temprana de la enfermedad y logran un cometido
crucial en la medicina actual: evitar que se ins-
tauren secuelas irreversibles de enfermedades
gue pudieron haber sido tratadas y controladas
si se hubieran diagnosticado en el momento del
nacimiento (21,22).

Es muy importante que los médicos generales,
los pediatras y otros especialistas aprendan a
reconocer esta enfermedad y a diagnosticarla
tempranamente, para evitar el dafio neuroldgico
irreversible. Este caso lamentable de deteccion tar-
dia en una zona rural apartada, lo cual seguramente
se ha observado también en otros paises en
desarrollo, nos lleva a proponer que en las zonas
rurales del pais y en sectores econémicamente
deprimidos, se implementen adecuadamente
los programas de tamizacion neonatal para la
deteccién temprana, y que el sistema de salud
refuerce las medidas pedagogicas de prevencién
y promocion de la salud, asi como la capacitacion
del personal de atencién primaria y secundaria
(médicos generales, pediatras e internistas, entre
otros) en torno a enfermedades raras o huérfanas.
Debe tenerse presente siempre el cuadro clinico
de la fenilcetonuria y la forma de diagnosticarla,
pues solo asi es posible su deteccion.

La blsqueda de mutaciones ya reportadas en la
literatura cientifica mundial, o la secuenciacion
completa del gen, cuando sea posible, permitira
ampliar el conocimiento del genotipo de familias
colombianas con diagnéstico clinico de fenilce-
tonuria y, consecuentemente, establecer una
adecuada correlacion del genotipo y el fenotipo.

Asesoria genética

Gracias a la deteccion de la mutacién en esta
familia, fue posible brindarle una completa asesoria
genética sobre el mecanismo de herencia de la
enfermedad y las probabilidades de descendencia
afectada en cada una de las generaciones.
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