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RESUMEN

INTRODUCCION: Las trombofilias, son una tendencia genética a padecer eventos
trombdticos, clinicamente evidente, a edades tempranas, con recidivas frecuentes, y sin causa
aparente. En afios recientes las trombofilias han ganado un lugar primario como factor de
riesgo de anomalias en el embarazo, debido a que los resultados de diversos estudios han
mostrado datos que sugieren una estrecha relacion entre las trombofilias y la pérdida

gestacional recurrente.

OBJETIVO GENERAL.: Determinar la prevalencia de mutaciones del factor V de Leiden,
Metilentetrahidrofolato reductasa (polimorfismos CT y TT) e Inhibidor del activador del
plasmindgeno, en pacientes atendidas en el Hospital de la Mujer con pérdidas fetales

recurrentes.

METODOLOGIA: Se realizo un estudio prospectivo, observacional, experimental,
transversal de casos y controles, con mujeres con pérdida gestacional recurrente atendidas en
el servicio de Ginecologia y Obstetricia en el Hospital de la Mujer, se analizaron 80 muestras,
36 casos y 44 controles, un periodo de enero de 2017 a diciembre de 2018.

RESULTADOS: Existe relaciéon entre mutaciones del factor V de Leiden, del gen de la
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) e Inhibidor del activador del plasminégeno (PAI
1) con pérdida gestacional recurrente, pero no existe combinacion de mutaciones entre ellos,
la probabilidad de riesgo de presentar aborto de repeticion se eleva 1.73 veces en cada

embarazo.

CONCLUSIONES: De acuerdo a los resultados de esta investigacion si esta indicado incluir

a las trombofilias (FVL, MTHFR, PAI-1) en protocolo de estudio de pérdida gestacional.

PALABRAS CLAVE: Pérdida gestacional recurrente, factor V Leiden, Inhibidor del
activador del plasmindgeno, Metilentetrahidrofolato reductasa.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Thrombophilias are a genetic tendency to suffer thrombotic events,
clinically evident, at early ages, with frequent recurrences, and without apparent cause. In
recent years, thrombophilias have gained a primary place as a risk factor for anomalies in
pregnancy, because the results of various studies have shown data that suggest a close

relationship between thrombophilias and recurrent gestational loss.

GENERAL OBJECTIVE: To determine the prevalence of mutations of factor V Leiden,
Methylenetetrahydrofolate reductase (CT and TT polymorphisms) and Plasminogen

Activator Inhibitor, in patients treated at the Women's Hospital with recurrent fetal losses.

METHODOLOGY: A prospective, observational, experimental, cross-sectional study of
cases and controls was carried out with women with recurrent gestational loss seen in the
gynecology and obstetrics service at the Women's Hospital, a total of 80 samples were

analyzed. which 36 are cases and 44 controls, a period from January 2017 to December 2018.

RESULTS: There is a relationship between mutations of factor V Leiden, the gene of
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) and inhibitor of plasminogen activator (PAI
1) with recurrent gestational loss, but there is no combination of mutations between them,

the probability of risk of presenting a repeat abortion is 1.73 times higher in each pregnancy.

CONCLUSIONS: According to the results of this investigation, it is indicated to include
thrombophilias (FVL, MTHFR, PAI-1) within the study protocol of recurrent gestational
loss.

KEYWORDS: Recurrent gestational loss, thrombosis, factor V Leiden, plasminogen

activator inhibitor, methylenetetrahydrofolate.



MARCO TEORICO.

De acuerdo con la Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE) la
pérdida gestacional recurrente es la consecutiva de tres embarazos antes de las 20 semanas,
porcentaje que corresponde al 2% de todos los embarazos. La sociedad Americana de
Inmunologia de la Reproduccion define como 2 pérdidas consecutivas, que representan el

5% de todos los embarazos.2

El estudio de las trombofilias y su repercusion en las pacientes con pérdida gestacional
recurrente ha demostrado que son las responsables incluso de 60% de las pérdidas
gestacionales recurrentes de origen inexplicable. Las trombofilias son consecuencia de los
cambios polimorficos en genes que codifican factores de coagulacion y que predisponen a
un estado procoagulante en la circulacion uteroplacentaria o de antifibrinélisis, ambos

predisponen a mayor riesgo de pérdida gestacional .>*

Existen dos tipos de trombofilias: adquiridas y hereditarias. En el primer grupo el sindrome
de anticuerpos antifosfolipidos (SAAF), es la causa mas comun de trombofilias adquiridas,
y la mayor correlacion con la pérdida gestacional recurrente y complicaciones del

embarazo.>?.

Las trombofilias hereditarias se definen, segin el consejo conjunto de la OMS vy la
International Society on Thrombosis and Hemostasis (ISTH), como una tendencia genética
a eventos tromboticos que son clinicamente evidente a edades tempranas, con recidivas
frecuentes sin causa aparente.>®. Entre ellas se encuentra el factor V (FV) Leiden, la
protrombina G 20210A, la metilenetetrahidrofolato reductasa C677T, la deficiencia de los
anticoagulantes naturales antitrombina Il (AT-I111), proteina C (PC) y proteina S (PS), las

disfibrinogenemias y la homocistinuria.”.

La frecuencia de estas condiciones es variable, depende de la poblacién estudiada y de la
trombofilia que se busca. En forma colectiva estan presentes aproximadamente en el 15% de
la poblacidn europea; siendo en los paises occidentales la resistencia a la proteina C activada

debida a la mutacién del Factor V, la causa mas frecuente de trombosis 8.



La hipercoagulabilidad ya se habia sefialado por Virchow en el siglo XIX, como el tercer
elemento de la triada de la trombosis venosa: dafio de la pared vascular, estasis y cambios en

la composicion de la sangre’.

La proteina C de la coagulacion es una glicoproteina dependiente de vitamina K, sintetizada
en el higado, con una potente actividad anticoagulante. La PC debe ser activada por la
trombina para convertirse en PCa; esta activacion es mas eficiente en presencia de
trombomodulina y requiere la PS como cofactor no enzimatico. Durante la hemostasia
normal la PCa hidroliza el factor V activado (FVa) y el factor VIII activado, lo que lleva a la

inactivacion de estos®.

Por su parte el FV de la coagulacion es una molécula glicoproteica, sintetizada
principalmente en el higado, pero que también se encuentra en plaquetas, monocitos y células
epiteliales; al convertirse en FVa, participa en la activacion de la protrombina, haciendo parte

del complejo protrombinasa’.

En 1994, Bertina y cols, descubrieron que mas del 80% de los casos de resistencia a la PCa
se debe a una sustitucion del nucle6tido guanina (G) por la adenina (A) en la posicion 1691
del gen de FV; como consecuencia la proteina del FV sufre un cambio del aminoéacido
arginina (R) por glutamina (Q) en la posicion 506. Por lo anterior, esta mutaciéon puede
denominarse FV G1691A o FV R506Q, aunque comuUnmente es llamada FV Leiden en honor

a la ciudad de Leiden (Holanda) donde se descubrid.

Normalmente el FVa se inactiva mediante un corte en la posicion arginina 506, seguido de
un segundo corte en la posicién arginina 306. En el caso de la mutacion FV Leiden, solo
existe hidrolisis en la posicion arginina 306, lo que conduce a que el corte realizado por la
PCa sea 10 veces mas lento (resistencia a la PCa), con la consiguiente mayor permanencia

del FV en la circulacion®.

El FV Leiden es la anormalidad molecular mas comdnmente diagnosticada en el laboratorio
a los pacientes con trombosis venosa'!, con una prevalencia de 3% en la poblacion general,

20% en pacientes consecutivos y 45% en pacientes con historia familiar de trombosis™°.



Por su parte el inhibidor del activador de plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) es una glicoproteina
compuesta por 379 aminoécidos y con peso molecular de 48 kDa, y es considerada como el
principal inhibidor de la fibrindlisis. Cuando las plaquetas son estimuladas por trombina, el
PAI-1 es liberado sobre la superficie de las plaquetas, protegiendo el coagulo de una lisis
prematura. Este mecanismo causa un rapido incremento local de la concentracion de PAI-1
en circulacion, el cual se une rdpidamente a tPA y a uPA, evitando que el plasmindgeno se

convierta en plasmina, inhibiendo asi la fibrinolisis.

Durante la agregacion plaquetaria se produce un marcado aumento de los niveles de PAI-1*?,
el que puede encontrarse bajo tres formas moleculares: latente, activa y formando complejos
con los activadores. EI PAI-1 estd en forma latente en las plaquetas, pudiendo ser reactivado
in vivo. La interaccion del PAI-1 con los activadores tiene lugar a través de la formacion de
un complejo a nivel del centro reactivo Arg346-Met347, con liberacion de un péptido

intermedio®®.

En cuanto a su papel fisiopatoldgico se han observado cifras elevadas de PAI-1 en situaciones
clinicas relacionadas con fenémenos tromboticos*?, mientras que varios miembros de
familias con déficit de PAI-1 presentaron una moderada o severa sintomatologia

hemorragical®.

El gen humano de PAI-1 se encuentra en el cromosoma 7g21.3-922, a partir de la cuales se
han descrito sus correspondientes polimorfismos®®. Este polimorfismo (4G/5G) esta definido
por la insercion/delecion de un nucledtido “guanina” (G) localizado en la regién promotora,
675 pares de base “rio arriba” del sitio de transcripcion teniendo una secuencia de 4 0 5
nucleétidos de guanina el cual muestra una importante funcionalidad, ya que en los casos
donde esta presente el alelo 4G o el genotipo 4G/4G se ha observado un aumento en la
actividad sérica de PAI 1*°. Con todo lo detallado anteriormente, podemos inferir que el
analisis del polimorfismo para PAI-1 nos indicaria los niveles séricos de la proteina y si existe

0 Nno un riesgo asociado a la alteracion de la hemostasia.

Y por ultimo es importante mencionar que la MTHFR es una enzima que cataliza la
conversion del 5,10-metilentetrahidrofolato (5,10-MTHF) a 5-Metil-THF, el cual es el



donador de unidades de carbono que son utilizadas en la sintesis de la metionina a partir de
la homocisteina, mutilacion del ADN, entre otras.

La mutacién mas comin de la MTHFR es una sustitucion de la citosina por la timina en la
base 677, la mutacién C677T8, Este cambio conduce a alteraciones en la funcion enzimatica
que se reflejan en una menor estabilidad de la proteina®®. La mutacion es de naturaleza
autosémica recesiva; la MTHFR de individuos que son homocigotos para esta mutacion, los
T/T, presenta una baja actividad especifica y una estabilidad reducida In Vitro, esta enzima
es denominada MTHFR “termolabil” y cuando existe un déficit de folato se asocia a un
aumento de los valores de homocisteina (hiperhomocisteinemia), a una alteracion en el
balance plasmatico de algunos metabolitos del folato!’ a una mayor incidencia de episodios
tromboticos®. En 1998, fue descubierto un segundo polimorfismo en la MTHFR que implica
la sustitucion de A por C en el par de bases 12988, que origina la sustitucion de acido
glutdmico por alanina con una frecuencia de alelos semejante a la descrita para la mutacion
C677T. Sin embargo, el polimorfismo A1298C no se asocia con la elevacién plasmatica de
homocisteina como sucede con el polimorfismo C677T de la MTHFR, pero la mutacion
A1298C ha sido relacionada con una disminucion del riesgo de leucemia linfoblastica aguda
en adultos y nifios'®?° y en combinacion con la mutacién C677T se ha observado una

disminucion entre 2.5-3 veces el riesgo de sufrir esta patologia en nifios?..

Con lo anterior, es posible observar que estas mutaciones pueden intervenir en varios
procesos dentro del organismo como el cancer, la probabilidad de sufrir algin evento
trombotico y poder aplicarlo también al area de medicina reproductiva y ginecologia que ain
se encuentra en etapa de estudio, ya que se estd analizando el efecto de estas mutaciones en
casos de retardo del crecimiento fetal, abortos espontaneos y la ineficacia de tratamientos de

fertilizacién asistida.



MARCO HISTORICO

Las primeras descripciones por los hematdlogos sobre la relacion de una prueba de
coagulacion con complicaciones obstétricas llevan ya mas de 30 afios. Nilsson y col,?
describieron en 1975 la asociacién de muertes fetales intrauterinas con la presencia de un
anticoagulante circulante que llamaron anti tromboplastina. Se postulé entonces que los
abortos y otras complicaciones obstétricas podrian ser mas una expresion de la tendencia
trombdtica. En las placentas de las pacientes se observé la presencia de infartos extensos,
necrosis fibrinoide, ateromatosis aguda y trombos intramurales a nivel de las arterias
espirales. Como consecuencia de la lesion vascular habia alteracion del flujo placentario y
dafio fetal?®>?*. Muchas de estas mujeres habian tenido también como manifestacion clinica
una trombosis venosa. Esta asociacion de una trombosis y/o una complicacion obstétrica con
una alteracion de laboratorio, que es la presencia de anticuerpos antifosfolipidos, se define

por primera vez en 1983 como Sindrome Antifosfolipidos (SAF)?°.

Hasta ese momento la trombosis era la base fisiopatoldgica que explicaba las complicaciones
obstétricas y los abortos recurrentes. Esta fue la hipétesis inicial sobre la cual se basaron para
intentar los primeros tratamientos con heparina en mujeres con anticuerpos antifosfolipidos.
Fue Rosove y col.?®, quienes reportaron varios casos de tratamiento con heparina no
fraccionada (HNF) en 1990.

El término de trombofilia lo introduce O. Egeberg en 1965, cuando se descubre la
antitrombina y lo hacen en su trabajo titulado: Trombofilia causada por una deficiencia de
antitrombina sanguinea?’. Luego se descubren otras trombofilias hereditarias como la

deficiencia de la Proteina S y Proteina C.

En 1994 se descubre el factor V de Leiden (FVL) y dos afios después la mutacion en el gen
de la protrombina G20210A (PTG20210A). Es importante destacar que el término
trombofilia fue utilizado para relacionar el incremento del riesgo trombético venoso asociado
a la deficiencia o mutacién de un componente sanguineo. Estas mutaciones genéticas se
conocen con el medio del desarrollo del proyecto del genoma humano (PGH) que se inauguro
en el afio 1990 y se completd en 2000.



Esto se ve con mas claridad en los Gltimos afios. Sin embargo, en los noventa el entusiasmo
por el descubrimiento de varios polimorfismos protrombdticos sumando a los antecedentes
de los hallazgos en el SAF obstétrico y la falta de respuesta médica a las complicaciones
obstétricas, hizo que se empezara a relacionar o a buscar la asociacion de las trombofilias
hereditarias con las pérdidas recurrentes del embarazo y la patologia vaculoplacentaria.
Comienzan a surgir datos epidemioldgicos como los trabajos de Kupfermie y cols?” en 1999
y Pretson y cols,?®?° en 1994 y 1996.

Los estudios iniciales retrospectivos, sobreestimando el nivel de riesgo, mostraron una
asociacion entre trombofilia hereditaria, muerte fetal y preeclampsia con criterios de

severidad, que no es confirmada en estudios recientes®,

MARCO CIENTIFICO

La pérdida gestacional es una alteracion que afecta del 12% al 15% de las parejas en edad
reproductiva, y es recurrente en el 1% al 2% de ellas’ lo que se denomina pérdida gestacional
recurrente (PGR). Las trombofilias heredadas y adquiridas son una de las causas aceptadas

de PGR®,

Los eventos trombéticos en la interfase materno fetal se han asociado a la fisiopatologia de
PGR. En un estudio de Dizon-Townson y cols,?* en pacientes con complicaciones obstétricas,
se encontrd que un 42% de las pacientes positivas para FV Leiden tenian infartos mayores
del 10%.

Brenner y cols’, estudiaron mujeres con PGR sin causa aparente, y encontraron que el 49%
tenian al menos una de las tres trombofilias heredadas mas comunes en individuos
caucasicos: FV Leiden, Protrombina G20210A o MTHFR C677T. En el grupo control la
frecuencia de estas trombofilias fue de 24%. Ademas, otro estudio realizado por Brenner’,

en 76 pacientes con PGR, muestra que el 8% tenian combinacion de mutaciones y solo el



0.9% de los controles; el estudio EPCOT (European Prospective Cohort on Thrombophilia)

calcul6 entre los grupos de individuos mencionados, una razon de disparidad (RD) de 14.3".

Varios estudios en mujeres con PGR asociados a trombofilia y sus respectivos controles,
muestran asociacion entre PGR y FV Leiden. En el de Grandone y cols, el grupo de pacientes
casos tenia una frecuencia de 16% comparada con 4% en el grupo control (RD 4.4); en el de
Brenner y cols 32% y 10% respectivamente para los mismos grupos (RD 4.0), y en el de

Ridker y cols, reportaron 8% en pacientes y 3.7 % en controles (RD2.3)’.

Es importante resaltar entre todas las trombofilias heredadas, al FV Leiden como el de mayor

frecuencia e importancia en lo que a pérdidas gestacionales se refiere.

La mutacion de la protrombina se evalud recientemente en varios estudios que compararon
mujeres con PGR y un grupo control; Foja y cols en 80 pacientes y 100 controles, encontraron
una prevalencia de 9% y 2% respectivamente (RD 4.6, p=0.038). Por su parte, Deitcher y
cols no encontraron asociacion estadisticamente significativa al estudiar 50 pacientes con
PGR, del primer trimestre y observar la mutacion solo en una paciente, 2% (RD 2.2, p=0,23).
Brenner encontrd 7.2% de pacientes y 3.2% de los controles con la mutacion (riesgo relativo
1.95, p=0.22). A pesar de estos estudios contradictorios en la asociacion de PGR con
protrombina G20210A, la situacion cambia cuando se asocia la mutacién de la protrombina
con el FV Leiden, donde se cuadriplica el riesgo de PGR (RD 4.6, p=0.001)".

Las mujeres gestantes normales tienen niveles plasmaticos mas bajos de homocisteina que
las no embarazadas; sin embargo, cuando coexisten deficiencias de los cofactores necesarios
para el metabolismo de este aminoacido (especialmente el acido fdlico), y la mutacion

MTHFR C677T, se puede presentar hiperhomocisteinemia leve o moderada.”=?

A pesar de los hallazgos mencionados, varios estudios han fracasado en el intento de asociar
la condicion de homocigocidad para la variante termolabil de la MTHFR con PGR, pero en

otros se muestra evidencia de una posible asociacion’*,



MARCO NORMATIVO

Segun la Norma Oficial Mexicana para la atencion de la mujer durante el embarazo, parto y
puerperio y del recién nacido NOM-007-SSA2-2010, se define aborto como la expulsion del
producto de la concepcién de menos de 500 gramos de peso y/o menos de 22 semanas

completas de gestacion.

En el Articulo 43 se establecen principios basicos respecto al uso del consentimiento
informado, sin llegar a hacer una adecuada distincién entre consentimientos medico y de

investigacion, en donde este ultimo podria ser aplicado a los Biobancos.

En términos generales el consentimiento informado, en México se ha utilizado méas para
proteger a los pacientes, que, a causas de investigacion, lo que refleja la ausencia de una

politica integral para estos fines.

En el Articulo 13 se establece que en toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto
de estudio, deberan prevalecer el criterio y respeto a su dignidad y la proteccion de sus
derechos y bienestar, sin embargo, las leyes mexicanas son inconsistentes en cuestion de

proteccién a la informacion y resultados obtenidos durante una investigacion.

La Norma Oficial Mexicana NOM- 012-SSA3-2012 que establece los criterios para la
ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en seres humanos, la cual nos habla
sobre la investigacion cientifica, clinica, biomédica, tecnoldgica y biopsicosocial en el
ambito de la salud, los cuales son factores determinantes para mejorar las acciones
encaminadas a proteger, promover Yy restaurar la salud del individuo y de la sociedad en
general, por lo que resulta imprescindible orientar su desarrollo en materias especificas y
regular su ejecucion en los seres humanos, de la manera que la garantia del cuidado de los
aspectos eticos, del bienestar e integridad fisica de la persona que participa en un proyecto o
protocolo de investigacidn y del respeto a su dignidad, se constituyan en la regla de conducta

para todo investigador en area de la salud.

Dentro del Hospital de la Mujer de Aguascalientes se cuenta con un comité de Bioética, el
cual es obligatorio en toda institucion y hospital. Este comité Hospitalario de Bioeética realiza



funciones para la resolucion de los problemas derivados de la atencion medica a que se refiere
el articulo 33, asi como para el anlisis, discusion y apoyo en la toma de decisiones respecto
a los problemas bioéticos que se presentan en la préactica clinica o en la docencia impartida
en el area de salud, asi como promover la elaboracion de lineamientos y guias éticas
institucionales para la atencion y la docencia médica. Asimismo, promueve la educacion

bioética permanentemente de sus miembros y del personal del establecimiento.

Debido a que la informacion obtenida es personal y especialmente sensible, debe ser
protegida mediante cadigos encriptados a los cuales deben tener acceso Unicamente personal

e investigadores autorizados bajo condiciones estrictas.

JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

JUSTIFICACION

Hoy en dia el uso temprano de recursos tecnolégicos ayuda al médico a estudiar a pacientes
con pérdida gestacional recurrente. Los exadmenes de primer nivel en el estudio de la pareja
con pérdida gestacional recurrente tienen el propdésito de identificar los procesos que afectan
la fisiologia y anatomia normal reproductiva. Con esos estudios se consigue determinar el
80% de las causas de la pérdida del embarazo; el diagnostico preciso permite indicar el
tratamiento especifico. Hasta hace poco 20% de los casos eran de origen inexplicable; sin
embargo, debido a la adquisicion de nuevas tecnologias este porcentaje se ha reducido
incluso a 2-5%. Las pruebas inmunoldgicas y determinacion de genes de trombofilias
permiten diagnosticar entre 15y 18% de los casos.

El estudio de las trombofilias y su repercusiéon en las pacientes con pérdida gestacional
recurrente ha demostrado que son las responsables incluso de 60% de las pérdidas

gestacionales recurrentes de origen inexplicable.

La séptima edicion del Consenso de la American College of Chest Physicians (ACCP),

incorpora la sugerencia de estudiar la trombofilia hereditaria en mujeres con 3 0 mas pérdidas
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recurrentes del primer trimestre y/ 0 una o mas del segundo trimestre o si existen antecedentes
de complicaciones obstétricas (preeclampsia con criterios de severidad, restriccion de
crecimiento intrauterino, abrupto placentario, muerte intrauterina de causa desconocida), es
por ello la importancia de este protocolo de estudio, ya que podria ser aceptada la idea de
realiza un tamizaje de trombofilias como estudio de rutina en pacientes con pérdida
gestacional recurrente, con el fin de prevenir complicaciones y/ o tratar precozmente la

patologia de base, reflejado en un adecuado bienestar de binomio.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Hospital de la Mujer de Aguascalientes pertenece al Instituto de Salud del estado de
Aguascalientes, es un hospital de segundo nivel, enfocado exclusivamente a la atencion
médica en el area de Ginecologia y Obstetricia, asi como neonatologia. Atiene a la poblacion
en general, con un predominio de pacientes afiliadas al seguro popular y poblacién sin
seguridad social, en su mayoria pertenecientes a un estrato social y econémico medio-bajo.
En este hospital se atienden alrededor de 10 000 eventos obstétricos cada afio, aunado a ello
se otorga el servicio de consulta externa de embarazo de bajo riesgo, asi como de alto riesgo

el cual representa un 10% de los embarazos atendidos en el Hospital de la Muijer.

El manejo de mujeres con historia clinica de pérdidas recurrentes del embarazo, y otras
complicaciones obstétricas relacionados con trombofilias, como lo es muerte fetal
intrauterina, preeclampsia con criterios severidad, restriccion del crecimiento intrauterino, y
desprendimiento prematuro de placenta normoinserta es un desafio para el area obstétrica del
Hospital de la Mujer, debido a los escasos estudios de investigacion en nuestro hospital. Se
suma a su vez la fuerte carga emocional de la paciente y familiares a estas complicaciones
quien demanda una respuesta al profesional, es por ello la necesidad de realizar esta
investigacion para conocer las estadisticas, y proponer estrategias de prevencion y

tratamiento oportuno.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cuél es la prevalencia de mutaciones del factor V de Leiden G1691A,
Metilentetrahidrofolato reductasa MTHFR (polimorfismos CT y TT) e Inhibidor del
activador del plasmindgeno (PAI 1), en pacientes atendidas en el Hospital de la Mujer de

Aguascalientes que presenten pérdidas fetales recurrentes?

HIPOTESIS

HIPOTESIS ALTERNA Ha:

Existe relacion entre mutaciones del factor V de Leiden G1691A, Metilentetrahidrofolato
reductasa MTHFR (polimorfismos CT y TT) e Inhibidor del activador del plasminégeno

(PAI 1), y pérdida gestacional recurrente.

HIPOTESIS NULA Ho:

No existe relacion entre mutaciones del factor V de Leiden G1691A, Metilentetrahidrofolato
reductasa MTHFR (polimorfismos CT y TT) Inhibidor del activador del plasminégeno (PAI

1), y pérdida gestacional recurrente.

OBJETIVOS DE INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

- Determinar la prevalencia de mutaciones del factor V de Leiden G1691A, MTHFR
Metilentetrahidrofolato reductasa (polimorfismos CT y TT) e Inhibidor del activador del
plasmindgeno (PAI 1), en pacientes atendidas en el Hospital de la Mujer de Aguascalientes

que presenten pérdidas fetales recurrentes.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Conocer las caracteristicas socio-demogréficas de las pacientes que presentan
pérdida gestacional recurrente en el Estado de Aguascalientes.

- Determinar si las pacientes estudiadas presentan combinacion de mutaciones.

- Determinar si la prevalencia de las mutaciones del factor V de Leiden, gen de la
metilentetrahidrofolato reductasa, e Inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI 1), en el
grupo de estudio seleccionado es similar, mayor o menor que la reportada para otros grupos

en diferentes partes del mundo.

- Definir si la prevalencia de mutaciones del factor V de Leiden, gen de la
metilentetrahidrofolato reductasa e Inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI 1), en este
grupo de pacientes permitiria establecer estudios de asociacion futuros con enfoque

monogénico o multigénico.

MATERIAL, PACIENTES Y METODOS

DISENO DEL PROYECTO

TIPO DE ESTUDIO: Prospectivo, experimental, transversal, de casos y controles (Estudio

de prevalencia y andlisis molecular).

TIEMPO Y LUGAR DE ESTUDIO: Periodo de enero de 2017 a diciembre de 2018 en el
servicio de Gineco- Obstetricia del Hospital de la Mujer ISSEA de la ciudad de

Aguascalientes.
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POBLACION DE ESTUDIO: Se realizd en mujeres con pérdidas fetales recurrentes
atendidas en el servicio de Gineco Obstetricia del Hospital de la Mujer ISSEA. Para el grupo

control se realizé en el mismo lugar y con antecedente de 2 embarazos normoevolutivos. Se

analizaron un total de 80 muestras, de las cuales 36 muestras son problemas y 44 muestras

controles.

VARIABLES PARA REALIZACION DEL ESTUDIO: Son variables cualitativas discretas

y continuas; asi como cualitativas nominales.

OPERACION DE VARIABLES: Definicion de variables y unidades de medicion.

Variable

Definicion

operacional

Tipo y caracteristica
de la variable

Unidad de medicién

Edad

Espacio de tiempo
transcurrido desde el
nacimiento hasta el
dia  del

obstétrico.

evento

Cuantitativa

Continua

ARO0S

NUmero de
ocasiones que ha
estado ocupado

utero por producto

NUmero
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Ndmero de

gestacion

de la gestacion hasta
el dia del evento

obstétrico.

Cuantitativa

Discreta

Ordinal

NuUmero de

abortos

NUmero de
ocasiones que se ha
interrumpido la
gestacion, antes de
la semana 22 de
gestacion y/o peso

menor a 500 gramos.

Cuantitativa

Discreta

NUmero

ordinal

Edad

gestacional

Tiempo que ha
transcurrido desde la
concepcién hasta el
dia del evento

obstétrico.

Cuantitativa

Continua

NUmero

NUmero

de partos

NUmero de
gestaciones, de
productos mayores
de 20 semanas de
gestacion y/o peso
mayor a 500 gramos.

Cuantitativa

Discreta

NUmero

Ingesta de
medicamentos en el

embarazo

Consumo de
farmacos desde la
concepcion hasta el
dia de la

Cualitativa

Nominal

Sl

NO
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interrupcion de

embarazo.
Antecedente
personal de
Antecedente de . Cualitativa Sl
incremento en la
trombosis .
tendencia a la Nominal NO
formacion de
coagulos.
Diagndstico Cualitativa Sl
personal establecido
Presencia de Nominal NO
de alguna
comorbilidades
enfermedad.
Antecedente
personal de
Enfermedad . Cualitativa Sl
presencia de
autoinmune
enfermedad de Nominal NO
origen autoinmune.
Antecedente Cualitativa Sl
personal de
Historia de - Nominal NO
dificultad para
infertilidad .
concebir.
Antecedentes Familiares de primer Cualitativa SI
familiares de DM | grado con Diabetes
Nominal NO

Mellitus.
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Antecedentes

Familiares de primer

familiares de | grado con
. . Cualitativa Sl
trombosis incremento  en la
tendencia a la Nominal NO
formacion de
coagulos.
Antecedentes Familiares de primer Cualitativa Sl
familiares de grado con lesion en
Nominal NO
enfermedad venosa | la pared vascular de
venas.
Mutacion del gen | Existencia de Cualitativa Sl
MTHF mutacién del gen
Nominal NO
MTHFR.
Mutacion del factor | Existencia de Cualitativa Sl
V Leiden mutacion del factor
A Nominal NO
V Leiden.
Presencia de Expresion de Cualitativa Sl
polimorfismo en | polimorfismo en
Nominal NO

PAI-1

PAI-1 determinados
por digestion

enzimatica.

CRITERIOS DE SELECCION:

a) Criterios de inclusion para grupo problema son los siguientes:




- Pacientes con diagnostico de aborto diferido en evolucion o incompleto, antes de las

22 semanas de gestacion, y/o peso menor a 500 gramos.
- Paciente con historia de dos 0 mas abortos.
- Paciente con diagndstico clinico y/o ultrasonografico de muerte fetal.

- Paciente con firma recabada en hoja de Consentimiento informado.

b) Criterios de inclusién para grupo testigo:

-Mujeres sanas con embarazos estables y que hayan tenido previamente 2 0 mas hijos

Sanos.

-Ausencia de preeclampsia, aprupto placentario, enfermedad autoinmune o historia

de pérdida gestacional recurrente, trombosis o de infertilidad.

c) Criterios de exclusion:
-Paciente con diagndéstico de amenaza de aborto.
- Paciente sin firma de consentimiento informado.

- Pacientes que habiendo firmado el consentimiento informado desean no participar

mas en el proyecto de investigacion.

ESTRATEGIA DE MUESTREO

a) Tamario de la muestra.
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El muestreo es de tipo NO probabilistico, en el que la muestra se va a calcular
conforme la férmula de proporciones, para obtener el grupo control que seran pacientes con
embarazo normoevolutivo sin antecedente de pérdida gestacional recurrente y el grupo de

casos son pacientes con antecedente de 2 o mas abortos, empleado la siguiente formula:

n= Nx Za?x p X q n= 36

d?x(N-1)+Za?xqxq
Donde:
N = Tamafio de la poblacion = 2000
Z = Nivel de confianza = 95%
P = Probabilidad de éxito, o proporcion esperada = 93%
Q = Probabilidad de fracaso = 7 %

D = Precision (Error maximo admisible en términos de proporcion) = 7 %.

PROCESO Y PRESENTACION DE LA INFORMACION:

a) Estadistica descriptiva

- La informacion sobre datos clinicos fue almacenada y analizada en Microsoft Excel,
relacionando la muestra con nimero de expediente, y vaciando la informacion clinica
obtenida en los cuestionarios, con las variables descritas anteriormente. Asimismo, en una

hoja aparte, se registro los resultados de laboratorio posterior al procesamiento de muestras,
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registrando la cantidad de ADN obtenido por muestra y los resultados individuales de las
pruebas realizadas como positivo/negativo: integridad, control, amplificacion de cada gen y

genotipo.

- Estadistica descriptiva de los datos clinicos, empleando en su debido caso medias,
moda y mediana; o proporciones dependiendo de la variable, con ayuda de funciones en el
programa Microsoft Excel y Minitab.

- Construccion de una tabla de contingencia 2x3, y posteriormente el calculo de OR

mediante formulas especificas y/o regresion logistica.

- Prueba de chi cuadrada para determinar la independencia de los modelos
(diferencias 0 no entre casos y controles)

- La comparacion de frecuencias génicas y alélicas se realizara a partir de los
resultados de la tabla de contingencia, y comparando con las relaciones propuestas por el

modelo de Hardy-Weinberg.

RECOLECCION DE LA INFORMACION:

El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion y Docencia del Hospital
de la Mujer de Aguascalientes, y realizado de acuerdo a las normas éticas de la declaracion

de Helsinki 1975 y las normativas nacionales vigentes.

INSTRUMENTO: Hoja de captura que registra los datos de la paciente, obtenidos por
interrogatorio directo (Anexo 1). Se elabora tabla con las variables a estudiar para registrar

los datos y resultados obtenidos.
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LOGISTICA: Las pacientes que acudieron al Servicio de Admision al Hospital de la Mujer
en el periodo de enero de 2017 a diciembre de 2018 con diagndstico de aborto o muerte fetal,
asi como historia de 2 embarazos normoevolutivos, se canalizaron al area de labor del
servicio de tococirugia para su manejo. A las que cumplieron con criterios de inclusion y sin
modificar el manejo establecido en el protocolo de atencion institucional, el médico residente
0 médico interno de pregrado al cargo de su atencion, la invito a participar en el estudio. Las
pacientes que aceptaron, se les recabé su firma de conformidad en “Formato de

Consentimiento Informado” y se les realizé una encuesta con los datos requeridos.

OBTENCION DE MUESTRAS: El personal médico en turno, tomé una muestra de sangre
de 3ml en un tubo con EDTA para su posterior determinacion de pruebas moleculares. Las
muestras obtenidas se conservaron a 4°C, hasta su traslado al laboratorio de Ingenieria
Genética de la Universidad Autonoma de Aguascalientes. Al ser recibidas, 24 horas después,
las muestras se registraron en la bitacora de laboratorio con los datos de fecha, grupo y

ndmero consecutivo de muestra.

PROCEDIMIENTO DE LABORATORIO
FACTOR V DE LEIDEN

Extraccion: EI ADN se extrajo de leucocitos de sangre periférica usando el Kit de extraccion
Blood DNA Preparation de Jena Bioscience. Para la amplificacion se utilizaron dos métodos:
uno propuesto por Bertina et al., 1994. El cual brevemente, para la PCR RFLP (Polymerase
Chain Reaction Restriction Fragment Length Polymorphism, por sus siglas en inglés), se
realizd en un volumen final de 50 pL, conteniendo: amortiguador de reaccién (10 mM Tris-
HCI pH 8,3, 50 mM KCI), 1.5 mM MgClI2, 200 uM de cada dNTP, 0,8 uM de cebadores
(primer 1: 5-TGCCCAGTGCTTAACAAGACCA-3' y  primer 2: 5'-
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TGTTATCACACTGGTGCTAA-3) 100 a 500 ng de ADN genémico, y 2.5 U de Taq
polimerasa (Invitrogen Life Technologies).

Amplificacion se realizd en un termociclador (Applied Biosystem 9700): la desnaturacion
inicial serd a 94°C por 5 min seguido de 35 ciclos a 94°C por 20 s, 62°C por 15's, 72°C por
40 s y la extension final a 72°C por 10 min. La amplificacion, que fue propuesta por Koksal
et al, 2006. Tambiéen es una PCR RFLP y se realizo de igual manera con un volumen final de
50 uL, conteniendo: amortiguador de reaccion (10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI), 2 mM
MgCI2, 200 pM de cada dNTP, 08 pM de cebadores (primer 1. 5'-
ACATCGCCTCTGGGCTAATA-3' y primer 2: 5-TTGAAGGAAATGCCCCATTA-3)
100 a 500 ng de ADN gendmico, y 2.5 U de Taqg polimerasa (Invitrogen Life Technologies).
La amplificacion se llevo a cabo en el mismo termociclador (Applied Biosystem 9700): la
desnaturacién inicial sera a 94°C por 5 min seguido de 35 ciclos a 94°C por 45 s, 58°C por

45 s, 72°C por 1 min y la extension final a 72°C por 10 min.

Digestion: Se utilizo la enzima de restriccion Mnll (New England Biolabs, Beverly, MA)
siguiendo el método de Bernita et al,1994 para ambos casos de amplificaciones. El producto

digerido de PCR se analiz6 en un gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio.

METILENETETRAHIDROFOLATO REDUCTASA (MTHFR)

Extraccion: Se tomaron 200 pL de cada muestra de sangre recibida y aprobada para su estudio
y se colocaron por separado en un tubo Eppendorf debidamente rotulado con el folio de la
muestra. A fin de aumentar el volumen inicial de procesamiento, se adicionaron ademas 200

uL de solucion salina fisiologica (NaCl 0.9%) a cada muestra.

La extraccion de ADN se llevo a cabo usando el Wizard SV Genomic Purification Kit
(#TB302, Promega) adaptado para emplear muestras de sangre en lugar de cultivo celular o
tejido sélido: en lugar de centrifugar las muestras para concentrar la fraccion celular, se
adicion¢ la solucion de digestion (Nuclei Lysis Solution, 200 pL; EDTA 0.5 M pH 8.0, 50
L; Proteinasa K 20 mg/mL, 20 uL;RNasa A, 5 uL) directamente a la sangre mezclada con
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solucidn salina fisioldgica, y se incubd en seco (termoblock) a 55 °C entre 18 y 24 horas.
Transcurrido ese tiempo se centrifugd las muestras a 3000 rpm durante 2 minutos para
separar componentes no digeridos. Posteriormente, a diferencia del protocolo recomendado
por el fabricante, se separé el sobrenadante de los restos no digeridos y se transfirié a un tubo
nuevo, donde se le adicionaron los 250 uL de Wizard SV Lysis Buffer, se mezcld y se
centrifugd una vez mas para separar nuevamente residuos sélidos que pudieran bloquear la
columna. Ensamblando una columna de separacion y un tubo colector por muestra, se
transfirid los sobrenadantes a columnas individuales y se centrifugaron a 13000 rpm durante
3 minutos. Se descartd la columna con el liquido, y se procedié a realizar cuatro lavados
como se indica a continuacion: se afiadieron 650 uL de Wizard SV Wash Solution a cada
columna ensamblada en un tubo colector nuevo, se centrifugd a 13000 rpm durante 1 minuto,

y se descarto el tubo colector con el liquido de lavado.

Tras los cuatro lavados, se re-ensamblé la columna en un tubo colector mas, y se procedio al
secado de la columna por centrifugacion a 13000 rpm durante 2 minutos, seguido de reposo
en la campana de extraccion a fin de evaporar el etanol residual en la muestra. Finalmente,
para realizar la elucion del ADN, se descarto el tubo colector, ensamblando la columna en
un tubo Eppendorf nuevo (debidamente rotulado) y se realizaron dos etapas como sigue: se
adicionaron 75 uL de agua libre de nucleasas a 55 °C a la columna, se dejé reposar 2 minutos
para hidratar debidamente el material de la columna, y se centrifugd a 13000 rpm durante 1
minuto. Concluidas las dos etapas de elucion, se descartd la columna, y el ADN diluido

resultante se almacend a -20 °C hasta su cuantificacion y uso.

A fin de determinar la cantidad y calidad del ADN aislado, se realiz6 una cuantificacion
espectrofotométrica tomando tres longitudes de onda (230, 260 y 280 nm) y una
electroforesis en gel de agarosa. Se tomaron como aceptables las muestras obtenidas con mas
de 10 ng/mL de DNA y una alta integridad. El andlisis control para la amplificacion se llevo
a cabo mediante PCR, teniendo como objetivo amplificar un fragmento del gen de la B-
globina, de acuerdo al protocolo descrito por Steffens-Nakken et al. (1995), que incluyo el
uso de un mix de reaccion con 100 nM de oligos KM29. 5 U de Tag polimerasa (Jena

Bioscience); entre 100 y 200 ng de ADN purificado; todo a un volumen final de 50 pL. El
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programa del termociclador comprendi6 una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 minutos,
seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 1 min, alineamiento a 57 °C
durante 1 min, y extension a 72 °C durante 2 min; extension final a 72 °C durante 10 minutos.
Las muestras fueron preservadas a 4 °C para su uso inmediato, o a -20 °C si se iban a emplear
posteriormente. La verificacion de la amplificacion se realizé por electroforesis en gel de
agarosa al 1.2%, a 100 V durante 70 min. Una banda de 536 bp, identificada con ayuda del
marcador TrackItTM 100 bp (Invitrogen), se interpretdé como resultado positivo de la

amplificacion.

Genotipificacion de las muestras mediante RFLP-PCR: Las muestras que amplifiquen
positivamente para el fragmento del gen de la B-globina fueron seleccionadas para la
genotipificacion del gen MTHFR, empleando el protocolo de Frosst et al. (1995), pero
tomando las condiciones de reaccion para la PCR propuestas por Kluijtmans et al. (1996) y
realizando modificaciones realizadas previamente en el laboratorio de virologia e Ingenieria
Genética. El protocolo resultante consistié en un mix de reaccién compuesto por: 20 mM
Tris-HCI, pH 8.3; 50 mM de KCI; 1.5 mM de MgCI2 ; 200 uM de dNTPs; 100 ng de cada
oligonucleotido cebador (F: 5’-TGA AGG AGA AGG TTG TCT GCG GGA —3’; R: 5'—
AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3); 2.5 U de Taq polimerasa (Jena Bioscience); entre
100 y 200 ng de ADN purificado (de acuerdo a la cuantificacion realizada); todo a un
volumen final de 50 pL. El programa establecido en el termociclador incluye una
desnaturalizacion inicial a 96 °C durante 5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a
93 °C durante 50 s, alineamiento a 55 °C durante 50 s y extensién a 72 °C durante 30 s; y

una extension final a 72 °C durante 7 min.

Las muestras fueron preservadas a 4 °C para su uso inmediato, o0 a -20 °C. La verificacion de
la amplificacion se realizé por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, a 100 V durante 90
min. Una banda de 198 bp, identificada con ayuda del marcador 100 bp DNA ladder (Jena

Bioscience), se interpretd como resultado positivo de la amplificacion.

Todas las muestras que den un resultado positivo a la amplificacion del fragmento del gen
MTHFR fueron sometidas a una digestion con la enzima Hinf1 (Jena Bioscience), de acuerdo

al protocolo previsto por el fabricante: maximo 1 pg de producto de amplificacion del gen
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MTHFR; todo a un volumen final de 20 uL. La incubacion se realiz6 a 37 °C durante 1 h, y
posteriormente la enzima fue inactivada a 80 °C durante 20 min. El producto de digestion
fue separado por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, a 100 V durante 90-100 min. La
correspondiente genotipificacion se realizo con ayuda del marcador 100 bp DNA ladder (Jena

Bioscience), de acuerdo a los hallazgos de Frosst et al. (1995):
- Genotipo CC, una Unica banda de 198 bp.
- Genotipo CT, presencia de dos bandas, una de 175 bp y otra de 198 bp.

- Genotipo TT, una Unica banda de 175 bp.

INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO (PAI 1)

Extraccion de ADN: De todas las muestras de sangre conseguidas, se extrajo el ADN de
acuerdo al protocolo descrito por el proveedor (Qiagen, Co.Bet. USA) por el método *“ Blood
DNA preparation kit: Solution based genomic DNA purification from whole” de la empresa

Jena Bioscience, a partir de 200 microlitros de sangre.

Para la extraccion se rotularon los tubos Eppendorf con el nimero de expediente
correspondiente y dependiendo de la cantidad de muestras qué se fueran a someter a la
extraccion en el momento. Primeramente, se afiadid a los tubos Eppendorf 900 ul del Buffer
Lysis Solution (la cual genero la suspension o la rotura de las membranas celulares de las
células contenidas en la sangre, para la liberacion de sus componentes intracelulares) y
después 200 ul de sangre. Se dieron 10 veces vortex y se sometid a incubacion por 3-10
minutos para que el buffer pudiera entrar de manera correcta. Ya transcurrido el tiempo, se
centrifugaron a 13 rpm en 30 segundos. Se esperaba en este tiempo, la observacion de una
pastilla negra en dado caso de que no apareciera se volvia a centrifugar, pero a 1 minuto.
Posteriormente, se desechd el sobrenadante con una micropipeta en un vaso de cloro y se

dejo la pastilla en el tubo Eppendorf la cual se sometio a vortex (sin tiempo determinado)
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para deshacer la pastilla. Una vez ya realizado dicho suceso, se afiadieron 300 ul de Cell L-

ysis Solution y se mezcld con la pipeta para evitar la formacion de coagulos.

Posteriormente, se afiadio a cada tubo Eppendorf 100 ul de Protein precipitation Solution y
se realizo un vortex por 20 segundos con el fin de que apareciera una pastilla negra y se
centrifugo a 13 rpm por 1 minuto. Se le volvio a quitar el sobrenadante cuidando de que no
se viniera la pastilla en la punta de la micropipeta. Dicho sobrenadante se traslado a otro tubo

Eppendor nuevo.

Precipitacion de DNA: Se afiadieron 300 ul de Isopropanol, dandose un vortex por 1 minuto
y se centrifugo a 13 rpm a 1 minuto. Posteriormente se quit6 el sobrenadante vigilando que
la pastilla estuviera aun presente en tubo Eppendorf y se dejé secar en Etanol durante 15

minutos.

Hidratacion: Se afiadieron 75 ul del reactivo DNA hydratation Solution, dandose un vortex a
5 segundos y se sometio a incubacion en el termoblock por 30 minutos. Finalmente, se
colocaron las muestras ya extraidas con ADN en el concentrador de ADN durante 10 minutos
con el fin de que como su nombre lo dice, se concentrara o se acumulara todo el ADN

contenido en el mismo sitio del tubo.

A todas las muestras que se sometieron a extraccion de ADN se visualiz6 su integridad en
una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % el cuél se diluyo en 100 ml de Buffer SB 1x.
Todos los geles se corrieron de 100-120 volts.

Amplificacion por PCR RLFP: Para la realizacién de la amplificacion del gen PAI-1 (PCR)
se utilizaron los primers: 5’CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3’ (Foward) y 5’-
CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3" (Revers) de Invitrogen™, life technologiesl). La
PCR se llevo a cabo en 50 uL totales. La amplificacion se estandarizé en base al protocolo
por Rangel, (2016). Se utilizaron las siguientes concentraciones: 36 uL de H2O, 5 uL de
Buffer, 1.5 mM de MgCl., 1 uL de dNTPs, 3 uL de Oligonucleotidos (preparados con 10 uL
de cada primers y 80uL de H20), 1U/UL de Taq Polimerasa 'y 3 uL de ADN. Las condiciones
de PCR consistieron en una desnaturalizacion inicial de 94°C por 3 minutos, 30 ciclos a 94°C

por 30 segundos, seguido de 60°C durante 30 segundos y 72°C por 1 minuto. Al final la
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extension se programo a 72 °C por 5 minutos. El fragmento obtenido de la amplificacion 98-
99pb (para los alelos 5G/4G) fue visualizado en una electroforesis con gel de agarosa al 1.5
%, utilizando buffer SB 1x.

Digestion: Finalmente, se procedio a la realizacion de la digestion enzimatica utilizando las
siguientes concentraciones: 7.5uL de H»O, 2 uL de Buffer 10 x, 1 U de la enzima de
restriccion Bsl | (New England Biolabs, Inc Beverly MA, USA) y 10 uL del producto de
amplificacion obtenido anteriormente. Las condiciones utilizadas fueron: Por 2 horas a 55°C

se programd la incubacion de la enzima y 20 minutos la inactivacién de la misma.

Genotipificacion: Homocigota silvestre (5G/5G). Homocigota mutado (4G/4G) vy
Heterocigota (4G/5G)

Una vez ya realizada la digestion enzimatica. Los fragmentos obtenidos fueron separados y
visualizados en un gel de agarosa al 2 % utilizando también el buffer SB 1x. Para medir el
tamafio del fragmento se utiliz6 un marcador de peso molecular que va 100 pb a 1000 pb.
Por lo tanto, los fragmentos fueron genotipificados dependiendo del tamafio de la banda. Fue

de la siguiente manera:
- 77 pb- Homocigota silvestre (5G/5G)
- 99 pb- Homocigota mutada (4G/4G)

- 77 pb/ 99 pb- (Presencia de ambas bandas) Heterocigota

26



RECURSOS PARA EL ESTUDIO

HUMANOS

Se contara con la participacion del personal de médicos adscritos, becarios y de enfermeria
del Hospital de la Mujer de Aguascalientes, personal de laboratorio de Ingenieria Genética
de la Universidad Autonoma de Aguascalientes, designados por el responsable técnico de la
institucion proponente del protocolo de investigacion, asi como de los investigadores

participantes, en el horario regular de trabajo.

MATERIALES

Se cuenta con las instalaciones del Hospital de la Mujer de Aguascalientes para la atencion
de las pacientes incluidas en el protocolo de investigacion y la obtencion de muestras, y
material perteneciente a la institucion (hojas, boligrafos, expedientes clinicos, computadora,
impresora, tubos lila para recoleccién de muestras) asi como como contamos de igual manera
con las instalaciones, dispositivos, reactantes y materiales necesarios para el procesamiento
de las pruebas moleculares en laboratorio de Ingenieria Genética de la Universidad

Auténoma de Aguascalientes.

FINANCIEROS

Los recursos econdmicos de papeleria y lo correspondiente a ello, asi como tubos de
recoleccion de muestra se obtienen del Hospital de la Mujer de Aguascalientes, lo
correspondiente al procesamiento de la muestra en la cual se realizd extraccion,
amplificacion, digestion y genotipificacion de DNA, se realiz6 con reactivos otorgados por

el laboratorio de Ingenieria Genética de la Universidad Autdbnoma de Aguascalientes.
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CONSIDERACIONES BIOETICAS

Este protocolo de investigacion cumple y se adhiere con el reglamento federal de la Ley
General de salud en materia de investigacion para la salud, en la Gltima reforma publicada el
02 de abril de 2014, en el diario oficial de la federacion. En el articulo 17, se considera como
riesgo de la investigacion a la probabilidad de que el sujeto de investigacion sufra algun dafio
como consecuencia inmediata o tardia del estudio, por lo que se considera como una
investigacion de riesgo minimo, que contempla examenes fisicos, psicologicos o de
diagnostico o tratamiento rutinario, investigacion con medicamentos de uso comun, que
tengan amplio margen terapéutico, con indicaciones, dosis, y vias de administracion

establecidas y que no sean los medicamentos de investigacion.

Esta investigacion se adhiere a los lineamientos de la declaracion de Helsinki, de la dltima
asamblea general, en Fortaleza, Brasil en octubre de 2013, como se muestran en los siguientes
apartados: El deber del médico es promover y velar por la salud, bienestar y derechos de los
pacientes, incluidos los que participan en investigacion médica. Los conocimientos y la
conciencia del médico han de subordinarse al cumplimiento de ese deber. EI progreso de la
medicina se basa en la investigacion que, en ultimo término, debe incluir estudios de seres
humanos. El proposito principal de la investigacion médica en seres humanos es comprender
las causas, evolucion y efectos de las enfermedades y mejorar las intervenciones preventivas,
diagndsticas y terapéuticas (métodos, procedimientos y tratamientos). Incluso, las mejores
intervenciones probadas deben ser evaluadas continuamente a través de la investigacion para

que sean seguras, eficaces, efectivas, accesibles y de calidad.

La investigacion meédica esta sujeta a normas éticas que sirven para promover y asegurar el
respeto a todos los seres humanos y para proteger a su salud y sus derechos individuales,
aunque el objetivo principal de la investigacion médica es generar nuevos conocimientos,
este objetivo nunca debe tener primacia sobre los derechos y los intereses de la persona que

participa en la investigacion.
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RESULTADOS

El estudio incluyé una muestra de 80 pacientes del Hospital de la Mujer del estado de
Aguascalientes distribuidas en 2 grupos, de las cuales 36 de ellas pertenecen en el grupo 1y
constituyen los casos y 44 pertenecen al grupo 2, las cuales son controles, en la tabla 1 se
muestra la estadistica descriptiva y evaluacion de la independencia, obtenida de los datos de
los grupos casos y controles, se observa una poblacion heterogénea en la atencion médica,
con edad promedio de (25.18 = 9.42) en los controles y (26.86 = 12.18) en casos, lo cual no
representa una diferencia estadisticamente significativa, otro aspecto importante es el
numero de gestacion en ambos grupos ( 3.38 + 1.40) para los casos y (2.27+ 1.55) para los
controles, en esta variable si existe diferencia estadisticamente significativa (P=0.001), es
decir a mayor numero de gestacion, mayor riesgo de presentar aborto de repeticién, por su
parte el nimero de aborto es otra variable con diferencia significativa (P=0.001) ya que para
los casos presentan un promedio de ( 2.33 £ 0.86), en comparacién con los controles (0.09+
0.29), esto refleja que al contar con antecedente de aborto, se suma mayor riesgo de repetirse
en embarazo siguiente, de acuerdo a la edad gestacional promedio para los controles (31.61
+ 5.54), y para los problema (16.7+£7.52), aunque le rango de desviacion estandar es muy
amplio no tiene significancia estadistica, por lo que se sugiere que se obtuvo adecuado control
en la seleccién de pacientes para cada grupo, de acuerdo al nimero de partos ambos grupos
presentaron semejanza, el 88.75% del total de las pacientes refieren haber ingerido
medicamentos durante el embarazo, entre los m&s mencionados destaca, fumarato ferroso,
acido fdlico, calcio, cefalexina, amoxicilina, nistatina 6vulos, metronidazol 6vulos y
nifedipino, en su gran mayoria, en las variables correspondientes a antecedentes
heredofamiliares y antecedentes personales, el grupo control presento menor incidencia de
los mismos, en comparacion del grupo casos, los cuales se presentaron con mayor proporcion

en ellos, pero estos datos sin diferencia estadisticamente significativa. (Tabla 1)
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VARIABLE CASOS CONTROL P (x2critica)
N = 36 N= 44 (x? calculada) 3.8415

EDAD 26.86 £12.18 25.18£9.42 0.489

N. GESTA 3.38+1.40 2.27+155 0.001

N. PARTO 2.92+2.28 256+1.16 0.394

N. ABORTO 2.33+0.86 0.09+0.29 0.001

EDAD 16.7 £7.52 31.61 +5.54 0.407

GESTACIONAL

INGESTA 31/36 40/44 0.14

MEDICAMENTO

AHF TROMBOSIS 5/36 2144 0.176

AHF ENF. 7/36 6/44 0.59

VENOSA

AHF DM 14/36 10/44 0.187

HISTORIA 1/36 0/44 0.4698

INFERTILIDAD

APP TROMBOSIS 1/36 0/44 0.469

ENF. EDOCRINA 2/36 0/44 0.217

ENF. 0/36 1/44 1

AUTOINMUNE

Tabla 1. Estadisticas descriptivas y evaluacion de independencia en relacién a las variables

y la informacion obtenida en el cuestionario.

Para determinar la prevalencia de los genotipos y alelos que existen en la poblacion de
estudio, se tomaron los totales de cada genotipo, se sumaron los alelos de cada genotipo y se
obtuvieron las proporciones, es importante sefialar que la poblaciéon de estudio fue de 80

mujeres y, por lo tanto, comprende 80 genotipos y 160 alelos.
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De acuerdo a los resultados obtenidos del Factor V de Leiden, la frecuencia génica del
genotipo homocigoto mutado (AA) fue de 0, no se obtuvieron genotipos mutados, del
heterocigoto (GA) la frecuencia reportada es de 51.25%, y para el homocigoto silvestre (GG)
la frecuencia es de 48.75%, (Tabla 2), respecto a las frecuencias alélicas, se encontré una
frecuencia para el alelo mutado (A) 51.25%, y para el alelo silvestre (G) 99% (Tabla 3).Con
los resultados de PAI- 1, la frecuencia génica del genotipo homocigoto mutado (4G/4G) fue
de 13.75%, del heterocigoto (4G/5G) la frecuencia es de 57.5%, Yy para el homocigoto
silvestre (5G/5G) la frecuencia reportada es de 28.75%, (Tabla 2), respecto a las frecuencias
alélicas, se encontrd una frecuencia para el alelo mutado (4G) 71.25%, y para el alelo
silvestre (5G) 86.25% (Tabla 3).

Y por ultimo los resultados de MTHFR, la frecuencia génica del genotipo homocigoto
mutado (TT) fue de 20%, del heterocigoto (CT) la frecuencia es de 36.25%, y para el
homocigoto silvestre (CC) la frecuencia reportada es de 43.75%, (Tabla 2), respecto a las
frecuencias alélicas, se encontr6 una frecuencia para el alelo mutado (T) 80%, y para el alelo
silvestre (C) 86.25% (Tabla 3).

GEN GENOTIPO | CASOS CONTROL (<2 calculada)
GG 20 (25) 19 (23.75) 9.5
GA 16 (20) 25 (31.25)
AA 0(0) 0(0)

PAI-1 5G/5G 7 (8.75) 16 (20) 2.49
4G/5G 26 (32.5) 20(25)
4GI4G 3 (3.75) 8 (10)

MTHFR cC 18 (22.5) 17 (21.25) 4.29
CT 11 (13.75) 18 (22.5)
TT 7 (8.75) 9 (11.25)

Tabla 2. Frecuencias génicas observadas en la poblacion.
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GEN ALELOS CASOS CONTROL
G 36 (45) 44 (54)
A 16 (20) 25 (31.25)
PAI-1 5G 33 (41.25) 36 (45)
4G 29 (36.25) 28(35)
MTHFR C 29 (36.25) 35 (43.75)
T 18 (22.5) 27 (33.75)

Tabla 3. Frecuencias alélicas observadas en la poblacion.

Con las frecuencias alélicas, se obtuvieron las frecuencias esperadas de acuerdo al modelo
de Hardy- Weinberg para ver si la poblacion se encontraba en equilibrio, utilizando la
ecuacion (p?+2pq + g2 = 1). A su vez se rechazé la prueba de chi cuadrada (x?) para ver si la
poblacion se encontraba o no en equilibrio, la interpretacion fue de la siguiente manera. La
Hipdtesis nula (Ho) manejaba, que la poblacion estaba en equilibrio sino existia variacion
entre lo observado y el modelo esperado, y la Hipotesis alternativa (Ha) que no habia
equilibrio si habia diferencia entre el valor observado y el modelo esperado. Por lo tanto, la
region de rechazo se alcanzada, cuando la x? calculada >x? critica. Para obtener la x? se utilizd

la tabla chi cuadrada, con un nivel de significancia de 0.05 y un grado de libertad 1.

En latabla 4, se observa de manera resumida las frecuencias observadas y las esperadas segun
el modelo de equilibrio de Hardy- Weinberg. Asi como los datos obtenidos de la x? que se

utilizé para ver si la poblacion se encontraba o no en equilibrio.

Como se habia mencionado anteriormente, la region de rechazo se alcanzaba cuando x?
calculada era mayor a x? critica (0.005,1), Y se determin6 que en el FVL que 9.5 < 3.8415,
por lo que se rechaza la hipotesis nula, en PAI -1 se observo que 2.49 > 3.8415, por lo que
se acepta la hipotesis nula, y por altimo lo reportado en MTHFR es que 4.29 < 3.8415, por
lo que se al igual que FVL se rechaza la hip6tesis nula, y por lo tanto, al ver que no existen
diferencias entre lo observado y lo esperado se determiné que la poblacion se encontraba en

equilibrio.
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GENOTIPO FRECUENCIA | FRECUENCIA
OBSERVADA | ESPERADA

39 44.24 X2 critica 3.8415

41 30.49 x? calculada 9.5

0 5.25 Df 1
5G/5G 23 26.45 x? critica 3.8415
4G/5G 46 39.1 x? calculada 2.49
4G/AG 11 14.45 Df 1
CC 35 30.63 x? critica 3.8415
CT 29 37.74 x? calculada 4.29
TT 16 11.63 Df 1

Tabla 4. Comparacion entre frecuencias observadas y esperadas, para determinar si la

poblacidn se encuentra en equilibrio de acuerdo al modelo de Hardy- Weinberg.

Se obtuvieron OR de cada una de las variables para verificar la correlacion de riesgo con
aborto de repeticion. Solo se obtuvieron datos de las variables que se representan en la tabla
5.

La interpretacion d ellos OR fue de la siguiente manera:

- OR >1 = Asociacion positiva y la probabilidad de alto riesgo.
- OR <1 = Asociacion negativa y baja probabilidad de riesgo

- OR = No hay asociacion.

Sin embargo, las P- VValué obtenidas tenian que ser menores que el inérvalo de confianza el
cual es 95% p = 0.005. Es por ello que se determino con una P- Valué de 0.001, que con cada
gestacion subsecuente la probabilidad de riesgo de presentar un aborto de repeticion se eleva
1.73 veces, esto con IC de 95% (1.2219. 2.469), de igual manera como ya sabemos el simple
hecho de estar embarazada eleva 2.5 veces el riesgo de presentar pérdida gestacional
recurrente esto con una P- Valte de 0.042 e IC de 95% (1.0228, 6.110).
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Variable OR IC 95 % P
EDAD 1.2262 {(0.8628,1.742) 0.252
N. GESTA 1.7369 |(1.2219,2.469) 0.001
N. PARTO 1.1206 |(0.8757, 1.433) 0.362
EMBARAZO

ACTUAL 2.5 (1.0228, 6.110) 0.042
INGESTA DE

MEDICAMENTO 0.3875 | (0.1068, 1.405) 0.138
AHF TROMBOSIS 3.0882 |(0.5636, 16.92) 0.171
AHF ENF. VENOSA 1.3854 |(0.4225, 4.542) 0.59
AHF DM 1.904 (0.7277, 4.981) 0.186

Tabla 5. Verificacion de la correlacion (prueba de riesgo) de las variables con el aborto en

repeticién por medio del calculo de OR, junto con sus intervalos de confianza y el P- Valué

para cada caso. Se determind que ninguna variable tenia correlacién con el aborto.

35



GAY AA 0.608 (0.2503, 1.477) |0.27
GAY AA o o .
GG - - -
AA i = _
GAY AA F - _
GG e T _
5G/5G
AG/AG Y 4G [5G 0.3205 (0.1252, 0.820) [0.015
AG/AG Y 4G /5G
5G/5G 0.4091 (0.1000, 1.673) (0.194
4G/4G 0.3365 (0.1163, 0.973) |0.051
4G/5G 0.2885 (0.0677, 1.228) |0.051
5G/5G
Modelo Genotipo OR IC P
Dominante -
CTYTT 0.6296 (0.2581, 1.535) [0.308
— CTYTT 0.938 (0.3114, 2.830) [0.91
cC
TT 0.5772 (0.2121,1.570) |0.553
Aditivo CTYTT 0.7346 (0.2236, 2.413) |0.553
cC

Tabla 6. Modelos de herencia dominante, recesivo y aditivo, Homocigoto mutado (AA, TT,
4G/4G) heterocigoto (GA, CT, 4G/5G), homocigoto silvestre GG, CC, 5G/5Gy su posible
relacion con el aborto en repeticion.
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Se realizd el modelo genético para identificar los genotipos que presentan mayor
susceptibilidad o correlacion con el aborto de repeticion, y determinar si las pacientes
presentan combinacion de mutacion. Para ello se realizo calculo de OR vy se utilizaron para
los posibles mecanismos de herencia (dominante, recesivo, aditivo). La clasificacion se
describe en la tabla 6, de acuerdo a cada modelo y cada genotipo. Para el FVL muestra en el
modelo dominante que solo los heterocigotos (GA) y el homocigoto mutado (AA) pueden
ser susceptibles a presentar aborto de repeticion, para PAI- 1, en el modelo dominante se
muestra, que los homocigotos mutados (4G/4G) y el heterocigoto (4G/5G), son susceptibles
a presentar aborto de repeticion, en el modelo recesivo, el homocigoto silvestre (5G/5G) no
es susceptible, y en aditivo, se muestra que el genotipo homocigoto mutado (4G/4G) vy el
heterocigoto (4G/5G), pueden aportar o mostrar correlacion con el aborto de repeticion. Lo
resultados obtenidos para MTHFR en el modelo dominante se observa que los homocigotos
mutados (TT) y el heterocigoto (CT), son susceptibles a presentar abortos de repeticion, en
el modelo recesivo el homocigoto silvestre (CC) no es susceptible a presentar aborto de
repeticion, y en el modelo aditivo se muestra que el genotipo homocigoto mutado (TT) y
heterocigoto (CT), muestran mayor correlacion con abortos de repeticion. Sin embargo, en
los 3 modelos de los 3 genotipos reportados en la tabla 6, no se presentd mayor significancia
ya que las P obtenidas son mayor al intervalo de confianza de 95% p= 0.005. Por lo tanto,
ninguno presento relacién alta numéricamente. De acuerdo a los resultados obtenidos tanto
para casos y controles solo una paciente de cada grupo presento una combinacion de
mutacion de MTHR y PAI-1 (4G/4G) y (TT).
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DISCUSION

Puesto que el diagnostico y tratamiento de la pérdida recurrente del embarazo sigue siendo
un reto para el médico, es urgente unificar criterios operacionales, diagnosticos y
terapéuticos. Cuando una pareja experimenta una pérdida gestacional se enfrenta a una
importante carga emocional que los meédicos debemos comprender. Existen diversos
consensos y recomendaciones con propuestas sistematizadas para establecer el diagnostico,
con base a la informacion de las estadisticas etiologicas, para proporcional al clinico una guia

de tratamiento individualizado.

Por lo anterior se realizé este protocolo de investigacion en conjunto con la Universidad

Auténoma de Aguascalientes.

El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de las mutaciones del Factor V de
Leiden, del gen de la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) e inhibidor del activador
del plasmindgeno (PAI- 1), de la coagulacion en mujeres con pérdida gestacional recurrente,
y comparar esta prevalencia con la literatura publicada. La poblacién estudiada fue de 80
pacientes, de las cuales problema representan 34 pacientes y controles 44. En la revista
publicada por la sociedad Argentina de hematologia por la doctora Martha Zerga, se
describen las trombofilias hereditarias como comunes en la poblacién caucasiana con una
prevalencia de hasta el 15%, la frecuencia en la poblacion de polimorfismo de PAI-1 es de
50% para heterocigoto (4G/5G) y 25 % para (4G/4G), homocigoto mutado, parecida a la
reportada en nuestro estudio, ya que obtuvimos una frecuencia de (4G/5G) de 46% y de
(4G/4G) 11%, la frecuencia reportada para MTHFR es de 40% en la poblacion heterocigética
(CT) y 10% en la homocigética mutada (TT), esta informacion reportada difiere un poco de
la de nuestro estudio, encontrando una frecuencia de 29% en los heterocigotos y 16 % en los
homocigotos. De igual manera la frecuencia reportada en un articulo publicado en El Sevier
en 2017 realizado de una cohorte de Argentina, y la frecuencia obtenida en este protocolo
para mutacion del FVL es similar, es decir baja frecuencia (4%) pero alta relacion con pérdida
gestacional recurrente, en este estudio no se obtuvo ningun homocigoto mutado, es decir

frecuencia de 0 (AA). Por lo que el consenso de FASGO, las guias de SAH, asi como el
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consenso latinoamericano de Medicina Reproductiva publicado en 2015, refuerzan el tema
de no estudiar estos polimorfismos en pacientes con abortos de repeticién, ya que su relacion
con los mismo es baja, a excepcion de mutacion de FVL, dicho punto también difiere de
nuestro estudio, ya que nosotros encontramos relacion de pérdida gestacional recurrente con
las tres trombofilias estudiadas, por lo que nosotros si recomendamos incluir su estudio en
pacientes con pérdida gestacional recurrente. Los extensos estudios recientes prospectivos de
cohorte realizados en Europa encontraron de igual manera un muy bajo indice de asociacion
para las trombofilias hereditarias en relacion con estudios mas antiguos o estudios casos
control con bajo nimero de pacientes. Puede decirse que su asociacion con complicaciones
gestacionales es controvertida. Rodger y col. En un metaanalisis reciente concluye que las
mujeres que son portadoras de FVL o PTG20210A no presentan un incremento de riesgo de
desprendimiento prematuro de placenta normoinserta o riesgo de recién nacido con peso bajo
para la edad gestacional; solo observd un incremento absoluto de riesgo de pérdida de
embarazo en portadores de FVL, coincidiendo con este estudio, ya que se realiz6 un modelo
genético para identificar los genotipos que presentar mayor susceptibilidad o correlacion con
aborto de repeticion, calculando OR, para el FVL se muestra en el modelo dominante que
solo los heterocigotos (GA) y el homocigoto mutado (AA), pueden ser susceptibles a
presentar aborto de repeticion, como ya se menciond en nuestro estudio no se reportaron

homocigoto mutado (AA), la frecuencia obtenida para el heterocigoto (GA) es de 51.25%.

Centrandonos en las variables de nuestro estudio; la correspondiente a pérdida gestacional
recurrente e historia personal o familiar de trombosis, observamos que 13% de las muestra
problema presentan antecedentes familiares de trombosis y 4.54% de controles la presenta,
asi como antecedentes personales de trombosis, 2.7% de casos contra 0% de controles, estos
resultados se relacionan a los publicados en el estudio EPCOT (European Prospective Cohort
on Thrombophilia), en el cual se evalu6 el riesgo de muerte fetal en mujeres con trombosis
familiar sin antecedentes previo de muerte fetal y concluyeron que si bien el riesgo estaba
levemente aumentado, la posibilidad de una buena evolucion era similar en ambos grupos
con o sin trombosis hereditaria. La guia de préactica clinica reporta una fuerte relacion entre
edad materna avanzada y pérdida gestacional recurrente, esta se asocia con mayor pérdida de

la misma, quizas porque refleja la mala calidad de los ovocitos, en mujeres menor de 35 afios
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de edad, el riesgo de pérdida gestacional es de 9-12%, mientras que en mayores de 40 afios
alcanza incluso el 50%, de igual manera esto se evidencia en nuestro estudio ya que nuestra
pacientes problema presentan una edad promedio de 26.86 afios £ 12.18, abarcando gran
rubro de edad, en cambio las control presentaron edad promedio de 25.18 £ 9.42 afios, de
igual manera la multiparidad se relaciona con pérdida gestacional recurrente, con resultados
similares en nuestro estudio, asi como el diagnédstico de alguna endocrinopatia en especifico
diabetes mellitus esta relacionado a pérdida gestacional recurrente, los resultados de nuestro
estudio son similares a los publicados, ya que 5.5% de nuestra poblacion problema presento
diagnéstico de diabetes mellitus en comparacion con 0% de las pacientes controles, en la
literatura se reporta que entre y 8 'y 15% de los casos de pérdida gestacional recurrente del
embarazo se relacionan con endocrinopatias, principalmente: disfuncion tiroidea,
hiperprolactinemia, diabetes mellitus, sindrome de ovario poliquistico y defecto del cuerpo
luteo; la diabetes mellitus mal controlada eleva el riesgo de aborto como malformaciones
fetales, y aumenta la probabilidad de muerte fetal intrauterina, sobre todo en pacientes con
hemoglobina glucosilada elevada en el primer trimestre. La probabilidad de aborto en una
paciente con diabetes controlada es de 15%, y aumenta a 45% en quienes tienen inadecuado

control metabolico.

El pasado reproductivo es otra variable descrita en este estudio, y debe ser tomado en
consideracién al momento de estudiar y tratar a una pareja que consulta por aborto recurrente.
Un gran estudio prospectivo realizado en Europa con mujeres fértiles mostr6 una tasa global
de aborto clinico espontaneo de 12%, sin embargo, dicha tasa fue de 24% en mujeres que
solo habian experimentado abortos y tan baja como 4% o 5% en primigesta 0 multiparas
respectivamente. A medida que aumenta el ndmero de abortos previos, mayor es la
probabilidad de presentar un nuevo aborto, no obstante, el haber tenido uno o mas hijos vivos
disminuye este riesgo en pacientes con 2 0 mas abortos, datos parecidos a los reportados en
este estudio, ya que las pacientes problema presentaron 2.33 abortos en comparacion con

0.09 con los controles.

Las guias de practica clinica y varias actualizaciones estan en proceso, asi como mdultiples

estudios prospectivos de caos y controles, y metaanalisis. Trabajos como este pueden apoyar

40



a fundamentar las bases del proceso de homologacién de criterios y establecer una guia de
diagnostico y tratamiento en nuestro hospital.

La demanda actual de la mujer por encontrar una respuesta a las pérdidas recurrentes del
embarazo y otras complicaciones gestacionales ha hecho incrementar en los ultimos afios la
solicitud de estudios de trombofilia. Este grupo de pacientes es vulnerable y acepta todo tipo
de estudio o tratamiento para llevar a término su embarazo. La informacién adecuada es

importante para la toma de decisiones.
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CONCLUSION

- Se acepta la hipdtesis alterna y se rechaza la hipotesis nula, ya que en este protocolo
de estudio; si existe relacion entre mutaciones del factor V de Leiden G1691A,
Metilentetrahidrofolato reductasa MTHFR (polimorfismos CT y TT) e Inhibidor del

activador del plasmindgeno (PAI 1), y pérdida gestacional recurrente.

- La prevalencia de aborto de repeticion esta relacionada en las pacientes multigestas,
ya que la probabilidad de riesgo de presentar aborto de repeticion se eleva 1.73 veces en cada

embarazo.

- El embarazo per se representa un riesgo de 2.5 veces de presentar aborto de

repeticion.

- El antecedente de aborto represent6 una variable con diferencia estadisticamente

significativa al comparar casos y controles.

- El resto de las variables no demostré diferencia estadisticamente significativa en

este protocolo.

-No se presenta combinacion de mutaciones en las pacientes con pérdida gestacional

recurrente.

- En base a lo que encontramos, y de acuerdo a la poblacion de estudiada, se
recomienda incluir en el protocolo de estudio de pérdida gestacional recurrente a las

trombofilias estudiadas en esta investigacion.
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ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOSPITAL DE LA MUJER, ISSEA FECHA SECRETARIADE SALUD DEL ESTADO

DE AGUASCALIENTES

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROYECTOS DE
INVESTIGACION CLINICA.

Por medio de la presente declaro mi deseo de participar en el proyecto de investigacion titulado: “Prevalencia de
las mutaciones del factor V Leiden, de la Protrombina G20210A y MTHFR, de la coagulacién en mujeres con pérdidas

fetales recurrentes y abortos, atendidos en el Hospital de la Mujer del ISSEA de enero de 2017 a diciembre de 2018

Con rregistr6 ante el Comité Estatal de Investigacion en Salud del ISSEA con el nimero:

El objetivo de este estudio es: Determinar la prevalencia de mutaciones del factor V Leiden G1691A, de la
Protrombina G20210A y MTHFR (polimorfismos CT y TT) asi como PAI-1 (polimorfismo 4G/5G)

Se me ha explicado que mi participacion consistira en toma de una muestra de sangre de vena periférica, declaro
que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y beneficios derivados de este
procedimiento El investigador principal se ha comprometido a darme informacién oportuna acerca del resultado, asi como
a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le planteé acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo,
los riesgos que son los derivados de una toma de muestra hematica de una vena periférica me fueron explicados, asi como
los beneficios que consisten en conocer si poseo alguna alteracion genética estudiadas en la presente investigacion .
Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que

ello afecte la atencion médica que recibo del Hospital de la Mujer.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con su privacidad serdn manejados en forma
confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio,

aungue esta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto mi permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente Nombre y firma del investigador principal

Testigo 1 Testigo 2
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

SECRETARIA DE SALUD DEL ESTADD

DE AGUASCALIENTES

Nombre Expediente Fecha
Edad No. de gesta No. de Parto No. De aborto
No. De muerte fetal Edad gestacional

Ingesta de medicamento durante el embarazo
AHF de Trombosis

AHF Enfermedad venosa

AHF diabetes

Historia de Infertilidad

Historia de Enfermedad autoinmune

Historia previa de trombosis

Historia de enfermedad endocrina
Anticuerpos Anticardiolipina

Mutacion G20210A de la protombina___
Factor V Leyden

Polimorfismo MTHFR

RECABO LA INFORMACION

CLASIFICO LA MUESTRA
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