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RESUMEN

Cuando la fertilizacién in vitro falla, se inicia tardiamente el estu-
dio etiopatolégico. Los estados hipercoagulables interrumpen la
implantacion y desarrollo trofobldstico; por ello se deben analizar
las mutaciones genéticas que predisponen a esta patologia. Objeti-
vo: Describir la frecuencia de marcadores genéticos para trombofi-
lia en pacientes sometidas a fecundacién in vitro fallida. Material
y métodos: Se estudiaron 20 mujeres con fertilizacién in vitro no
exitosa, con determinacion de marcadores genéticos para trombofi-
lia. Se utilizaron variables numéricas y categéricas, las cuales se
resumieron como mediana e intervalos intercuartilares, representa-
dos en frecuencias y porcentajes. Resultados: La media de edad
fue de 34 afios (rango: 32-37), con dos fecundaciones in vitro
(rango: 1-4) fallidas. El 95% tuvo marcadores positivos, 85% pre-
sentaron dos o mds mutaciones. La mutacién mds frecuente fue hi-
perhomocisteinemia en 90%, seguida de PAI-1 en 80%. Las muta-
ciones fueron heterocigotas en 70% y homocigotas en 30%. Con-
clusiones: La correlacion reportada entre marcadores genéticos
para trombofilia y fertilizacién in vitro fallida es de 20-68%.
Nuestros resultados muestran que la frecuencia y tipo de mutacién
difiere a la publicada para otras poblaciones. La relacién causal, e
implicaciones secundarias, es suficiente para sugerir la necesidad
de realizar mds estudios, para establecer medidas diagndsticas y
terapéuticas tempranas.
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ABSTRACT

When in vitro fertilization (IVF) fails, etiopathologic study is de-
layed. Genetic mutations, which predispose to thrombophilia,
must be determined as these may interrupt implantation and tro-
phoblastic development. Objective: To describe the incidence of
genetic markers for thrombophilia in patients in whom IVF has
failed. Material and methods: Genetic markers for thrombophil-
ia were determined in twenty women in whom IVF was unsuccess-
ful. Numerical and categorical variables were determined and
summarized as median and interquartile range, represented in
frequencies and percentages. Results: The mean age was 34 (32-
37) years, with 2 (1-4) failed IVF cycles. Positive markers were
reported in 95%, with 85% carrying two or more mutations. The
most frequent mutation was hyperhomocisteinemia, present in
90%, followed by PAI 1 in 80%. The mutations were heterozy-
gous in 70% and homozygous in 30%. Conclusions: The report-
ed correlation between genetic markers for thrombophilia and
failed IVF is of 20-68%. Our results show that the frequency and
type of mutation differs from what has been previously published
for other study groups. The causal relationship and secondary
implications are enough to suggest the need for more studies, di-
agnostic measures and early therapeutic options.

Key words: Assisted reproduction,
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INTRODUCCION

Fecundacion in vitro es una de las técnicas mads
complejas en medicina de la reproduccion, que re-
quiere de una infraestructura especifica y costosa;
ademas, un manejo multidisciplinario y es reserva-
da al final de la escala de técnicas reproductivas
ofrecidas a la pareja.

En promedio, una tercera parte de las parejas
(35%) que son sometidas a fertilizacioén in vitro
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(FIV) logran embarazo. En las parejas restantes
sucede una alteracion durante la implantacién o en
las fases posteriores del embarazo, que les impedi-
rén ciclos de FIV finalmente exitosos.!

Recientemente multiples casos de FIV fallidos
han sido asociados con presencia de trombofilias
heredadas y adquiridas. Entre las heredadas, las
mas estudiadas son: mutacion del factor V Leiden,
mutacion de metilentetrahidrofolato reductasa, mu-
tacion del gen de protrombina, deficiencia de anti-
trombina III, polimorfismo del antigeno plaqueta-
rio humano I, mutacién de apolipoproteina B, defi-
ciencia de proteina C y S. Entre los factores adqui-
ridos encontramos al sindrome antifosfolipidos,
lupus eritematoso sistémico y otras enfermedades
autoinmunes.>”’

Existe evidencia para justificar el estudio y trata-
miento de las pacientes con sospecha de estos fe-
némenos, como a continuacién se menciona:314

—Histoldgicamente, el andlisis de la arquitectu-
ra intervellosa y los vasos placentarios mues-
tra aumento en los depdsitos de fibrina, trom-
bosis y cambios trofobldsticos-endoteliales
asociados con hipoxia (Figuras 1y 2).

Figura 1. Corte histolégico en donde se muestran vellosidades co-
riales en la mitad derecha y areas de decidua con necrosis en la mi-
tad izquierda. Paciente del grupo en estudio con historia de pérdi-
da gestacional recurrente, embarazos con evolucion adversa y mar-
cadores para trombofilia positivos.

Fotografia por cortesia del Dr. Carlos Ortiz Hidalgo. Departamen-
to de Patologia Quirtrgica. Centro Médico ABC. México.

Figura 2. Corte histoldgico en el que se observan vellosidades co-
riales con depdsito de abundante material fibrinoide. Paciente del
grupo en estudio con historia de pérdida gestacional recurrente,
embarazos con evolucién adversa y marcadores para trombofilia
positivos.

Fotografia por cortesia del Dr. Carlos Ortiz Hidalgo.

—Citotoxicidad local celular e inadecuada nutri-
cién y oxigenacion del microambiente em-
brionario, antes de la implantacion.

—Estudios prospectivos han demostrado incre-
mento en la prevalencia de trombofilias here-
dadas en pacientes con pérdida recurrente del
embarazo.

—EIl inicio de tratamiento tromboprofilactico
temprano se relaciona con tasas mas altas de
recién nacidos vivos.

—Estudios retrospectivos sugieren incremento
en el riesgo de presentar restriccion del creci-
miento intrauterino, oligohidramnios severo y
preeclampsia asociados con trombofilias he-
redadas y adquiridas (Figuras 3 y 4); finali-
zando con la interrupcién del embarazo cuan-
do la evaluacion fetal asi lo indica (Figuras 5
y 6), en ocasiones, en etapas muy tempranas
del embarazo.

—Estudios longitudinales relacionan anormali-
dades hemostaticas semanas antes de la pérdi-
da temprana del embarazo.

—La relacion de mujeres con estados protrom-
boticos conocidos y mayor incidencia de falla
reproductiva.
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Una de las pruebas diagnésticas que se deben
realizar sin retraso es la presencia de marcadores
genéticos para estados hipercoagulables secunda-
rios a trombofilias heredadas y adquiridas. En las
pacientes con pérdida recurrente del embarazo se
detectan con una frecuencia de hasta 12% por arri-
ba de los casos controles.!>1

MATERIAL Y METODOS

Estudio descriptivo y observacional, de corte trans-
versal. Se tom6 como universo y muestra del es-
tudio a todas las pacientes con infertilidad de la
Clinica Ginecologia y Reproducciéon Humana del
Centro Médico ABC, sometidas a fertilizacion in
vitro (FIV), con falla en el tratamiento y a las
cuales se solicitd panel de marcadores genéticos
para trombofilias.

Las variables analizadas incluyeron: edad mater-
na, edad paterna, factor masculino y nimero de
FIV; alteracién de coagulograma, cariotipo mater-
no, cariotipo paterno, factor inmunolégico, factor
endocrino, factor uterino, factor tubario, factor pe-
ritoneal y factor ovérico.

Mediante andlisis de reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR) en sangre materna, se determiné
la heterocigocidad u homocigocidad de los si-
guientes marcadores genéticos para trombofilia:

—PFactor V Leiden.- G1691A, HI1299R, Y1702C

—Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR).-
C677T, A1298C

—Protrombina.- G20210A

—Factor XIII.- V34L

—B-Fibrinégeno.- 455G>A

—Gen PAI-1.- 4G/5G

— Antigeno plaquetario humano (HPAI-1).- a/b —
L33P-

Para el analisis de los datos, se utilizaron varia-
bles numéricas y categoricas. Las variables numé-
ricas se resumieron con mediana e intervalo inter-
cuartilar [Md (25-75)] y las variables categdricas
con frecuencias y porcentajes.

Dentro de los aspectos éticos, en todo momento
se conservo la confidencialidad de los pacientes,
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Figura 3. Calcificacion placentaria prematura GII-III, en paciente
con marcadores para trombofilia positivos. Estos hallazgos son ra-
ros antes de las 35 semanas de gestacion.

Figura 4. Oligohidramnios severo en paciente con marcadores
para trombofilia positivos. Se observa conglomerado de partes fe-
tales, sin evidencia de liquido amnidtico cuantificable.

sin acceso a la identidad de los sujetos por parte
del investigador.

RESULTADOS

Fueron incluidas 20 pacientes con diagndstico de
infertilidad que fueron sometidas a tratamiento
con fertilizacién in vitro (FIV) fallido. La media-
na de edad materna fue de 34 afos (rango 32 a
37) y la paterna fue de 38 afos (rango 36 a 43).
La mediana para FIV realizadas fue de dos (ran-
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Figura 5. Franca disminucién en el espectro del flujo diastélico de
arteria umbilical en feto con restriccién del crecimiento intrauterino
y madre en el grupo con marcadores de trombofilia positivos. Este
hallazgo es sugestivo de interrupcién inmediata del embarazo.

go de uno a cuatro). La muestra presentd altera-
ciones en los siguientes andlisis: 40% (n = 8) en
factor masculino, 10% (n = 2) en coagulograma,
20% (n = 4) en factor endocrino, 25% (n = 5) en
factor inmunolégico, 10% (n = 2) en factor uteri-
no, 20% (n = 4) en factor tubario, 35% (n = 7) en
factor peritoneal, 20% (n = 4) en factor ovdrico y
30% (n = 6) de las pacientes presentaron mas de
un factor alterado.

El anélisis de los marcadores genéticos para
trombofilia mostraron que 95% (n = 19) presen-
taron mutaciones en algunos de los marcadores.
De éstos, 25% (n = 5) fueron mutaciones para el
factor V Leiden, 90% (n = 18) tuvieron mutacio-
nes del MTHFR, ninguna (0%) present6 muta-
ciones del gen de protrombina, 40% (n = 8) po-
sitivo para factor XIII, 5% (n = 1) con mutacién
puntual para B-fibrinégeno, 80% (n = 16) con
mutacién para PAI-1, 20% (n = 4) positivo para
HPA-1 y, de éstos, 85% (n = 17) presenté6 mas
de una mutacién. En el factor V Leiden se detec-
tan tres mutaciones; la mutacién G1691A pre-
sente en 10% (n = 2) de forma heterocigota, la
mutaciéon H1299R (R2) en 10% (n = 2) de mane-
ra heterocigota y en 5% (n = 1) de forma homo-
cigoto; no hubo ninguna mutacién en Y1702C.
Los resultados del andlisis de los marcadores
restantes se presentan en el cuadro 1.

DISCUSION

En este estudio, el 95% de las pacientes presenta-
ron trombofilias heredadas asociadas con FIV falli-
das. Si bien la definicién del Colegio Americano
de Reproduccién no considera FIV fallida sino
hasta el tercer intento, en nuestro medio, debido a
la limitacién econémica y de acceso a técnicas re-
productivas de esta naturaleza, no es posible espe-
rar hasta el tercer ciclo fallido.® Qublan mencio-
na incidencia de 68% en una serie mucho mayor; a
diferencia de Carp quien reporta s6lo 20.3%, lo
cual indica que teniendo correctamente elegidas a
las pacientes que son candidatas a este analisis, la
prevalencia serd mucho mayor. Es necesario des-
cartar todas las causas probables de falla en la FIV
y estudiar correctamente todos los antecedentes
médicos y ginecoobstétricos que hacen sospechar
la posibilidad que tiene la paciente de ser portado-
ra de una trombofilia heredada subclinica y que se
manifiesta en el embarazo.!>2%-2! En nuestro estu-
dio, la edad materna no fue limitante ni influencia
directa de falla en la FIV, ya que la media de edad
fue 34 afios. Es importante considerar que 40% de
la muestra presentd alteraciones en el factor mas-
culino y aproximadamente 20% de la poblacién en
estudio tuvo alteraciones asociadas. Si bien otros
autores como Martinelli no han separado estas va-

Figura 6. Flujo espectral a nivel de arteria cerebral media con flu-
jo diastdlico anormal. Hallazgo sugestivo de redistribucion vascu-
lar secundario a hipoxia fetal en el mismo caso de la imagen ante-
rior.
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Cuadro I. Marcadores genéticos para trombofilia.
Tipo de Factor V Leiden MTHFR
trombofilia F-1l F-XIII B-Fib PAI-| HPA-1
Mutacion G1691A HI299R  Y1702C Co77T  A1298C G20210A V34L 455G>A 4G/5G a/b (L33P)
Homocigoto 0 5% 0 30% 0 0% 0% 0% 15% 0%
Heterocigoto 10% 10% 0 45% 50% 0% 40% 5% 65% 20%

Porcentajes de mutaciones respecto a cigosidad y trombofilia estudiada.

riables de las trombofilias, es conveniente, como
lo hizo Qublan con una muestra mayor en una se-
rie de casos y controles, la separacion de factores
adjuntos que puedan alterar el poder estadistico de
los resultados.” Tampoco fue posible describir la
calidad embrionaria al momento de la transferen-
cia, ni la cantidad de embriones transferidos por
cada ciclo, datos extremadamente importantes para
obtener conclusiones mas objetivas.

Por el momento no existe consenso acerca del
tipo de trombofilia heredada que mas se relaciona
con pérdida recurrente del embarazo y FIV fallida
en nuestro medio.!”!” Se ha descrito la relacién
poligénica como la teoria mas aceptada; en nuestro
estudio la trombofilia mas frecuente fue la relacio-
nada con la mutacién del gen de MTHFR, lo cual
se observo en 90% de la poblacion, seguida por al-
teracion de PAI-1 en 80%. La presencia de mas de
una mutacién apoya la teoria poligénica con 85%
de nuestra poblacion en estudio. De esta forma, las
alteraciones heterocigotas tienen mayor posibili-
dad de tener efecto clinico real, siendo en nuestro
grupo de pacientes 70% contra 30% de expresion
homocigota. Diferimos de la poblacion Europea
en el factor V Leiden, en donde describen a esta
mutacién como la mas frecuente. En otras series
mayores se ha sefialado que la homocisteina no se
puede relacionar con FIV fallidas, como lo descri-
be Ray; es necesario que en nuestra poblacién se
realicen mayores estudios debido a la frecuencia
con la que se present6 en esta serie.???3

En la relacion descrita por Dey respecto a la ex-
presion trofoblastica de anexina V, influye directa-
mente sobre la implantacién con los mecanismos
mencionados, ya que los infartos placentarios su-
ceden en etapas posteriores.?426

El estudio, por la frecuencia con la que se pre-
sentan trombofilias, justifica iniciar tratamiento
médico en forma temprana.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que las pacientes de
este estudio tienen dos o mas trombofilias asociadas,
lo cual apoya la teoria poligénica. Coulam reporta
que las pacientes con dos o mas trombofilias tienen
prevalencia de 73% de FIV fallida, en comparacién
con el 20% observado en sus casos control.!112

En resumen, los resultados nos demuestran que las
trombofilias heredadas juegan un papel trascendental
en los casos de FIV fallida. Las mujeres con FIV fa-
llida o con antecedentes obstétricos adversos deben
someterse a pruebas con marcadores genéticos para
trombofilias antes de que se les ofrezcan, en primera
instancia, técnicas reproductivas complejas.

Nuevos y mayores estudios deben ser disefa-
dos para determinar con precision la participacion
de cada mutacion cuando falla la FIV, y para esta-
blecer las medidas terapéuticas precisas.
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