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Resumen. La Fibrosis quística (FQ) es una enfermedad autosómica rece­
siva severa. causada por múltiples mutaciones en el gen RCfFQ. La mutación 
más frecuente en el mundo es la AF50B. que consiste en la deleción del codón 
que codifica a la fenilalanina en la posición 50B. En este trabajo se presentan 
los primeros casos venezolanos de diagnóstico prenatal molecular en parejas 
de alto riesgo para tener descendencia con FQ. El diagnóstico molecular de la 
mutación AF50B se realizó en ADN extraldo directamente de amniocitos o de 
células cultivadas y la aplicación de la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(RCP) y electroforesis en gel de poliacrilamida. En los dos primeros casos, los 
fetos fueron homocigotos para el alelo AF50B y el tercer feto presentaba un 
alelo ~F50B. descartándose la homocigosis del alelo normal. El asesoramiento 
genético prenatal a estas parejas permitió que tomaran decisiones reproducti­
vas objetivas en base al conocimiento del genotipo fetal. lo cual solo es posible 
con la aplicación de estas técnicas para el análisis directo del genoma. 

Prenatal diagnosis oí cystic fibroa!s. Report oí three cases. 
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Abstract. Cystlc Flbrosis (CF) is asevere and relatlvely cornrnon autoso­
mic recesive disease caused by a variety of mutations in the CFIR gene. The 
most frequent mutatlon worldwide, consists of the deletion of the phenylalani­
ne codon at position 508 (AF508). Here we report the first cases of prenatal 
diagnosis of CF by DNA analysis in couples at risk in Venezuela. The study 
focused on the detection of AF508 alleles analyzing DNA recovered directly 
from amniocytes or from their cultures, uslng the polymerase chain reactlon 
(PCR) and polyacrilamide gel electrophoresis. Two of three fetuses resulted ho­
mocygotic for the AF508 allele and the third one tumed out to be a AF508 ca­
rner. This information sustained the genetic counseling of the couples and 
allowed them to take objectlve reproductive decisions. a direct consequence of 
the availiblly of gene analysis at the DNA level. 

Recibido. 26-11-96. Aceptado.27-7-97. 

INTRODUCCIÓN 

La Fibrosis Quístlca (FQl es la 
enfermedad autosómica recesiva se­
vera más frecuente de la población 
caucásica, con una incidencia de 1 en 
2500 nacidos vivos y una frecuencia 
de portadores de 1 en 25 (1, 2, 3, 4). 
En Venezuela, la frecuencia del feno­
tipo en la población general es de 1 
en 42733, y la frecuencia estimada de 
portadores es de 1 cada 104 perso­
nas (5). 

La FQ, se caracteriza por ser 
una enfermedad generalizada de las 
glándulas exocrinas y cursa acompa­
ñada de un incremento de la viscosi­
dad del moco en diferentes órganos, 
con síntomas de carácter predomi­
nantemente gastrointestinal, pulmo­
nar obstructlvo crónico y genitourina­
rio, manifestándose en la piel por su­
dor con alto contenido de sal. Es una 
enfermedad con variabilidad fenotípi­
ca que puede simular varias cuadros 
clínicos (6, 7). 

El gen responsable de la FQ fue 
localizado en la banda 31 del brazo 

largo del cromosoma 7 (7q31), clona­
do en el año 1989 y codifica a una 
proteína llamada regulador de la con­
ductancia transmembrana de FQ, 
(RCTFQ) (8, 9, 10). Han sido reporta­
das más de 400 mutaciones causan­
tes de la enfermedad. siendo la más 
frecuente la mutación AF508, con 
una frecuencia a nivel mundial de 
67% (11, 12). 

El objetivo de este trabajo es re­
portar los tres primeros casos de 
diagnóstico molecular directo prena­
tal de FQ en Venezuela. 

DESCRIPCIÓN DE LOS CASOS 

Primer paciente: Gestante de 
35 años de edad, natural de Maracai­
bo, Estado Zulia, Venezuela; 11 gesta, 
nulípara, dos cesáreas, con embarazo 
de 22 semanas; antecedente de hija 
previa afectada con FQ, quien en la 
actualidad tiene 6 años, a quien a los 
4 años se le diagnosticó la homocigo­
sis para el alelo AF508, cuya presen­
cia fue identificada en ambos progeni­
tores fenotípicamente normales. Su 
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par~a tiene 35 años de edad y no 
existe consanguinidad ni isonimia en­
tre ellos. 

Se practicó cordocentesis la cual 
resultó fallida, realizándose por lo 
tanto amniocentésis con aguja 22x3 
bajo control ecográfico (una sola pun­
ción) sin complicaciones, obteniéndo­
se 15 cc de liquido amniótico amarillo 
ámbar. Se realizo cultivo de fibroblas­
tos en sistema de frascos abiertos 
mediante técnica convencional para 
estudio citogenético y la obtención de 
ADN (13). 

Segundo paciente: Gestante de 
21 años de edad, natural de San Se­
bastián, Buena Vista, Colombia; II 
gesta, para 1, con embarazo de 18 se­
manas, antecedente de hijo previo, 
afectado con FQ, quien falleció a la 
edad de mes y medio, a quien a la 
edad de 10 días se le diagnosticó la 
homocigosis para el alelo AF508. Su 
pareja tiene 29 años de edad, consan­
guíneos, son primos hermanos. 

Se realizó amniocentésis con 
aguja 22x3, bajo control ecográfico 
(una sola punción) sin complicacio­
nes, obteniéndose 15 cc de liquido 
amniótico. Se extrajo ADN directa­
mente de los amnlocitos mediante 
técnica convencional. 

Tercer paciente: Gestante de 
23 años de edad, natural de Maracai­
bo, Estado Zulia, Venezuela; 11 gesta. 
para l. con embarazo de 15 semanas 
y antecedente de hija previa afectada 
con FQ. quien falleció a la edad de 19 
meses, a quien a esa misma edad se 
identificó que era heterocigota com­
puesta para el alelo AF508 y otro ale­
lo no AF508 no caracterizado hasta 
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este momento. No existe consanguini­
dad ni isonimia entre ellos. 

Se realizó amniocentesis con 
aguja 22x3. bajo control ecográfico 
una sola punción) sin complicacio­
nes. obteniéndose 15 cc de líquido 
amniótico. Se realizó cultivo de fibro­
blastos en sistema de frascos abiertos 
mediante técnica convencional para 
estudio citogenético y la obtención de 
ADN. 

AnálIsis molecular. El estudio 
molecular para la detección de la mu­
tación dF508 se realizó a través de la 
amplificación de parte del exón 10 del 
gen de FQ mediante la técnica de Re­
acción en Cadena de la Polimerasa 
(RCP). Se utilizaron los iniciadores 
CFl y eF2. donados por el Dr. Hugo 
Barrera. Jefe de la Unidad de Labora­
torio de Ingenieria y Expresión Gené­
tica de la Facultad de Medicina de la 
Universidad Autónoma de Nuevo 
León (UANLJ, Monterrey. México. 
Constan de 24 bases cada uno y limi­
tan un segmento de 98 pares de ba­
ses (pbJ. en cuyo interior se localiza el 
codón que codifica para la fenilalani­
na en la posición 508. El montaje de 
la RCP se realizó de acuerdo al méto­
do descrito por Rojas y col (14). 

Los productos de la amplifica­
ción se separaron por electroforesis 
vertical en gel de poliacrilamida al 
12% en buffer Tris-EDTA-Borato IX, 
en dos fragmentos de 98 pb Y 95 pb. 
correspondientes al alelo normal y al 
alelo mutado AF508. Se utilizó como 
marcador de peso molecular Puc 19 + 
Alu 1. El gel se coloreó con una solu­
ción de Bromuro de Etidio (5 rng/ml) 
y en un translluminador de luz ultra­
violeta (Hoefer Mod. UVTM-251, se vi­
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Flg. l. 	 Diagnóstico molecular de la mutación AF508 en fibrosls quística. 
MI: Marcador de Peso Molecular (Puc 19 + AluI): C-: Control Negativo, indivi­
duo sin FQ; C + 1: Control Positivo afectado con FQ (Heterocigoto Compuesto 
AF508!X): 
M2: Marcador de Peso Molecular (0 174 DNA Hae 111); ) B: Padre. (Heterocigoto 
Simple AF508!N); 
A: Feto afectado con FQ (Homocigoto AF508!AF508); 
C: Madre, (Heterocigoto simple, AF508!N); Cs: Control de Sistema. (Mezcla de 

Reacción sin ADN); 

C + 2: Control Positivo afectado con FQ (Homocigoto, AF508!AF508). 
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Fig. 2. 	 Diagnóstico molecular de la mutación &F508 en flbrosls quística. 
C-; Control Negativo. indMduo sin FQ; 
Cs: Control de Sistema (Mezcla de Reacción sin ADN); 
C+: Control Positivo. afectado con FQ (Heterocigoto &F508/&F508); 
A: Feto. con un alelo &F508); 
C: Madre; (Heterocigoto simple. X/N). B: Padre, (Heterocigoto simple &F508/N); 
M: Marcador de Peso Molecular (Puc 19 + Alul). 
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sualizaron los alelos nonnales ylo 
mutados y se tomó fotografia con pe­
lícula Polaroid instantánea 667. 

Para el análisis molecular en 
cada uno de los pacientes se utilizó 
un control de ADN negativo para la 
mutación .:\F508 (C-l, proveniente de 
un individuo fenotípicamente sano, 
sin antecedentes familiares de FQ. Un 
control positivo (C+), obtenido de pa­
ciente con FQ horno cigoto para el ale­
lo AF508 y un control de sistema o 
mezcla de reacción sin ADN, el cual 
utilizamos para identificación de con­
taminación. 

RESULTADOS 

En los tres casos, los fetos resul­
taron cromosómicamente nonnales. 

El estudio molecular reveló que 
los pacientes 8424 y 8782 eran ho­
mocigotos para la mutación AF508 
(Fig. lJ. Este resultado fue corrobora­
do al nacimiento en ambos casos, en 
virtud de que las parejas decidieron 
continuar con el embarazo. 

El caso 9434 (Fig. 2), presentó 
un patrón correspondiente a un indi­
viduo heterocigoto, ya sea simple o 
compuesto. Esta pareja decidió inte­
rrumpir el embarazo. 

DISCUSiÓN 

El diagnóstico prenatal de FQ ha 
sido posible desde el año 1983. cuan­
do Brock y col desarrollaron el análi­
sis de la actividad de varias enzimas 
de microveIlosidades intestinales 
(EMI) en liquido amniótico (15); desde 
el año 1986 se ha utilizado diagnósti­
co prenatal indirecto en el primer tri­

mestre por análisis de ADN. utilizan­
do análisis de ligamiento de marcado­
res de ADN definidos por fragmentos 
de restricción de longitud polimórfica 
(FRLP) y por análisis de desequilibrio 
de ligamiento (16). Desde el año 1989 
cuando fue clonado y secuenciado el 
gen de FQ, fue posible realizar diag­
nóstico prenatal mutacional directo 
de FQ por RCP. 

La RCP pennite producir en el 
laboratorio, grandes cantidades (va­
rios J.lg) de un segmento del gen que 
se desea analizar, y que está presente 
en muy bajas cantidades, en relación 
a la totalidad del genoma, en el mate­
rial clínico a investigar. 

Desde entonces esta ha sido la 
alternativa de elección y han sido nu­
merosas las publicaciones tanto en 
embarazos simples (17, 18), como en 
gestaciones gemelares (19). 

El análisis indirecto se utiliza en 
las familias donde al menos la muta­
ción de uno o ambos cromosomas no 
está caracterizada. 

Hasta esta fecha, el presente es 
el primer reporte de diagnóstico mole­
cular directo prenatal de FQ en Vene­
zuela y en latinoamérica que conoce­
mos. 

En las familias 8424 y 8782, 
ambos padres son heterocigotos sim­
ples para la mutación .:\F508, lo cual 
hace el diagnóstico prenatal relativa­
mente fácil. Las parejas acudieron a 
consulta de genética prenatal debido 
a la ansiedad experimentada por ellos 
al no conocer el estado de salud de su 
feto y requerían la infonnación para 
fundamentar cualquier decisión a to­
mar, ya sea culminar el embarazo si 
el diagnóstico era positivo. como con-
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tinuar con el mismo, pero mejor in­
fonnados acerca de la conducta a se­
guir con el afectado. 

La pareja 8424 al conocer el re­
sultado de afectada homocigoto 
.1F508/.1F508, decidió continuar el 
embarazo y posterionnente la esterili­
zación quirúrgica, a pesar de haber 
sido infonnados de otras alternativas 
tales como: nuevo embarazo, insemi­
nación artificial heterológa, probables 
riesgos en otras posibles uniones y la 
adopción. 

La pareja 8782 decidió conti­
nuar el embarazo, tomar las medidas 
preventivas necesarias para evitar las 
compltcaciones de la enfennedad en 
su hijo e incluso pensar intentar un 
nuevo embarazo. 

En la pareja 9434, en la cual 
sólo se conocía la mutación .1F508 
que portaba el padre, al conocer el re­
sultado de feto heterocigoto con 50% 
de probabilidades de ser afectado y 
50% de ser portador sano, decidieran 
culminar el embarazo y buscar nueva 
gestación cuando la mutación de la 
madre fuera caracterizada. 

El diagnóstico prenatal y poste­
rionnente neonatal precoz conduce a 
buscar ayuda temprana en la vigilan­
cia del afectado y en la prevención de 
las complicaciones de esta patologia. 

El trabajo en equipo y el avance 
tecnológico en ultrasonido, técnicas 
invasivas y de la genética molecular 
han pennitido en nuestro medio el 
diagnóstico cada vez más precoz de 
enfennedades génicas, lo cual se hace 
imposible por las técnicas convencio­
nales. 
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