INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

= 322 CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI (N ,

>, UMAE HOSPITAL DE CARDIOLOGIA IMSS
DIVISION DE ENSENANZA E INVESTIGACION

PROTOCOLO DE TESIS

Frecuencia de la mutacion G1691A en el gene del Factor V de

la coagulacién en pacientes jovenes < 45 afos con infarto

miocardico con elevacion del segmento ST

Tesista:

Dr. Gustavo Eduardo Garcia Becerril

Tutores:

Dra. Irma Isordia Salas

Dr. Armando Mansilla Olivares



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dr. Rubén Arglero Sanchez
Director General
Hospital de Cardiologia
Centro Medico Nacional Siglo XXI

Dr. Rodolfo Castafio Guerra
Director Medico
Hospital de Cardiologia
Centro Medico Nacional Siglo XXI

Dr. Armando Mansilla Olivares
Director de Investigacion y Educacion en Salud
Hospital de Cardiologia
Centro Medico Nacional Siglo XXI

Dr. Jesus Salvador Valencia Sanchez
Jefe de Divisidon de Educacion en Salud
Hospital de Cardiologia
Centro Medico Nacional Siglo XXI

Dra. Irma Isordia Salas
Tutor de tesis
Investigadora de la Unidad de Investigacion de Hemostasia,
Trombosis y Ateroesclerosis
Hospital General Regional 1

Dr. Armando Mansilla Olivares
Tutor de tesis
Director de Investigacion y Educacion en Salud
Hospital de Cardiologia
Centro Medico Nacional Siglo XXI



Agradecimientos

A mi madre, lo mas valioso de mi vida y

mi mas importante expresion de amor.

A mi padre, el mejor ejemplo que un medico

puede tener. Y a quien le dedico mi profesion.

A Jacqueline, con quien quiero compartir

y escribir toda mi vida.

A mis hermanos, de quienes siempre

estaré orgulloso.

A los Drs. Arguero y Mansilla, mas
que maestros, dos figuras paternas
que han enriquecido mi vida, alumbrando

el camino a cada paso que doy, Gracias.



Indice

© N O g Bk~ WD~

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

Antecedentes
Planteamiento del problema
Objetivos del estudio
Hipotesis a desarrollar
Material y métodos
Disefio de la muestra
Grupos de estudio
Criterios de inclusién
Tamano de la muestra
Analisis estadistico
Variables

Resultados

Discusion
Conclusiones

Tablas y graficos
Anexos

Bibliografia

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
22
23
29
33



Antecedentes

Dentro de las enfermedades cardiovasculares de mayor prevalencia en la
Republica Mexicana destaca el infarto miocardico (IM), cuya importancia se refleja
en el elevado costo que para nuestro pais representa la atencién de esta entidad
nosolégica. Su mortalidad llega a alcanzar hasta un 40% en los centros
especializados de diagndstico y tratamiento (1,2).

Tanto el IM como la angina inestable son la manifestacion aguda de la cardiopatia
isquémica, mientras que a la angina estable, se le considerada como su
manifestacion cronica. Los factores de riesgo que se han identificado para el
desarrollo de este proceso son la edad, el género, la obesidad exdgena, el
sedentarismo, la hipertension arterial sistémica, el tabaquismo, las dislipidemias, la
diabetes mellitus y otros; sin embargo, existen otra serie de factores que al
interactuar a nivel celular y molecular pueden predisponer al individuo, al
desarrollo de esta patologia. De entre estos ultimos factores destacan la infeccion
por Chlamydia pneumoniae, la alteraciones fenotipicas de algunas lipoproteinas
como la Lp(a) y su interrelacion con el sistema de la homocisteina y las moléculas
de adhesion.

Desde el siglo XIX, se describi6 una serie de alteraciones capaces de
desencadenar procesos pretrombdéticos, como el incremento en la celularidad del
tejido hematico con su consecuente repercusion sobre la viscosidad, la
disminucién del componente liquido de la sangre o bien, la trombocitosis.
Actualmente y de acuerdo a su origen, los estados trombofilicos son considerados
como primarios y secundarios (adquiridos). Los procesos primarios representan el
50% de las trombofilias y afectan fundamentalmente a los inhibidores de la
coagulacion como la antitrombina 1l y las proteina C y S, los que representan un
factor de incremento de riesgo para el desarrollo de eventos tromboticos del 2-4%
por ano; de tal forma que un paciente a los 50 afios de edad, tendria entre un 60 y
un 70% de posibilidades de haber sufrido isquemia en algun 6rgano o sistema.
Bertina y colaboradores en 1994, describen por primera vez la mutacién del factor

V de Leiden, que es considerada como la mas comun en los Estados Unidos de



Norteamérica, ya que afecta al 5% de la poblacién caucasica y al 2% de la
afroamericana, incrementando considerablemente el riesgo de desarrollo de
trombosis venosa (6,7,9); Desde luego, la magnitud del riesgo es distinta en el
homocigoto (30 a 140 veces mayor) que en el heterocigoto (3 a 8 veces) en
comparacién con la poblacion abierta (8). Desde un punto de vista fisiopatoldgico,
se han descrito 2 tipos de polimorfismos relacionados con la resistencia a la
accion de la proteina C activada: 1. EI G por A en la porcion 1691, que se
caracteriza por el reemplazo de una Arginina por una Glicina 506 en el factor V de
Leiden; y 2. La mutacién Factor Il 20210 G-A en el 11p11.2-q12, de 21 Kb con 14
exones y 13 intrones, lo que provoca el cambio del aminoacido arginina en
posicion 622 por una glicina (9-12). Estos dos polimorfismos incrementan la
incidencia de trombosis venosa en la poblacién general, de un 4-6% a un 20-60%
(13); considerando que la mortalidad en el 40% de estos casos es de origen
cardiovascular y de ellos, el 50% es por cardiopatia isquémica (14,15).

Sin embargo, especificamente el polimorfismo del factor V no se ha podido
relacionar directamente con la cardiopatia isquémica sino con la trombosis
venosa, ya que la frecuencia de esta mutacién es muy variable (16-18). Por
ejemplo, en un estudio Francés en el que reportan 75 casos de 36 a 39 afios de
edad con IM, la prevalencia fue del 9.1% pero curiosamente, asociada a arterias
coronarias epicardicas en las que angiograficamente, no se demostraron lesiones
obstructivas (19). Por otro lado, en un estudio realizado en los Estados Unidos de
Norteamérica, se encontré una relacion directa entre el polimorfismo del Factor V
de Leiden y la progresion de la enfermedad ateroesclerosa carotidea (20). Esta
asociacion, también se demostrd en un estudio de casos y controles realizado en
Brasil, en el que se analizaron tanto el factor V como el alelo 20210 de la
protrombina y la actividad de la metilentetrahidrofolatoreductasa en un grupo
poblacional del género masculino menor de 45 afios de edad con cardiopatia
isquémica (21). En contraposiciéon, en un estudio Sudafricano y en otro Danés, no
fue posible establecer esta asociacién (22,23). Dentro de la poblacion japonesa en
cambio, se ha reportado en el 3.1% de los pacientes diabéticos y en el 7.4% de los
no diabéticos (24).



De la misma manera, en un estudio realizado en 84 pacientes sometidos a
trasplante cardiaco, en los que la incidencia y prevalencia de tromboembolismo
fue muy elevada, se detectd esta asociacidn en el 22% de los casos (25).
Finalmente, en un analisis de las caracteristicas fenotipicas de los factores
hemostaticos en un grupo poblacional con trastornos de la coagulacion radicados
en los EUA pero de ascendencia mexicana, se observdé un alto indice de
correlacion con los polimorfismos del factor Von Willbrand (0.60), del inhibidor de
la fibrinolisis activado por trombina (0.57), del factor V de Leiden (0.53) y de la
proteina C (0.54) (27).

Con base en los datos descritos previamente, la incidencia del polimorfismo del
Factor V de Leiden varia por un lado, con las caracteristicas genotipicas del grupo
poblacional que se estudie y por el otro, con la entidad nosoldgica con la que se
asocie. De tal forma que no se ha logrado establecer una clara correlacion
epidemiologica ni fisiopatologica entre la presencia de este polimorfismo y el
desarrollo de enfermedad isquémica. Ademas en nuestra poblacion, se
desconocen actualmente las caracteristicas de la expresion de los polimorfismos
del factor V de Leiden, por lo que se decidié analizar la incidencia del polimorfismo
G-A 1691 del gen del factor V, en un grupo de pacientes menores de 45 afos de
edad con IM.



Planteamiento Del Problema

Con base en los datos previamente mencionados y partiendo del hecho de que los
polimorfismos de los factores de la coagulacion pueden representar un factor de
riesgo molecular directo para desarrollo de cardiopatia isquémica, consideramos
de gran importancia el determinar su prevalencia en la poblacion Mexicana.

Por este motivo, este estudio se ha disefiado para determinar la prevalencia del
polimorfismo G1691A del factor V de Leiden en pacientes menores de 45 afios de
edad con infarto miocardico y su relacion estadistica con los factores de riesgo

vascular tradicionales.



Objetivos del estudio:

GENERAL:
- Determinar la prevalencia del polimorfismo del factor V de Leiden de la
coagulacion, en pacientes jovenes (< 45 afos), con infarto miocardico con

elevacion del segmento ST.

ESPECIFICO:

- Determinar si se asocian el polimorfismo del Factor V de Leiden y los
factores tradicionales de riesgo vascular en pacientes < 45 afios con infarto

miocardico con elevacion del segmento ST.



Hipotesis a desarrollar:

- Hi: El infarto miocardico en pacientes jévenes < 45 afos de edad se asocia a

la expresion del polimorfismo G1691A del factor V de Leiden.

- Ho: El infarto miocardico en pacientes jovenes < 45 afos de edad se asocia a
factores de riesgo vascular independientes del polimorfismo G1691A del factor V

de Leiden.



Material y Métodos.

Lugar del estudio:

Hospital de Cardiologia del CMN Siglo XXI.
Unidad de Investigacion Médica en Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis
(UIMTHA), del Hospital General Regional No. 1 Gabriel Mancera. (HGR. No. 1

GM), del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Disero de la investigacion:

Estudio de casos y controles anidado en una cohorte.



Diseno de la Muestra.

Universo de trabajo:

En la Unidad contamos con un banco de ADN y plasmas correspondiente a 127

pacientes con diagnostico de Infarto Miocardico menores de 45 afios.



Grupos de Estudio:

Control:
Sujetos sin presencia de Infarto Miocardico (sanos).
De Estudio:

Pacientes con diagndstico de Infarto Miocardico.



Criterios de inclusion:

1.- Sujetos de uno u otro género
2.- Mayores de 18 afios e iguales o0 menores de 45 afios

3.- Con diagnostico de infarto miocardico.



Tamano de la Muestra:

El tamano de la muestra dependié exclusivamente de la concentracion de los
plasmas disponibles en el banco de ADN de la Unidad de Investigacion,
Hemostasia y Aterogénesis del Hospital General Regional Gabriel Mancera, cuyos
productos procedian de los pacientes estudiados y seleccionados en el
departamento de la Unidad Coronaria del Hospital de Cardiologia del Centro

Medico Nacional Siglo XXI.



ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se presentan con medidas de tendencia central y dispersion de acuerdo

a la distribucion de los datos. Se calculé el riesgo relativo, con Intervalos de
Confianza (IC) de 95% para las variables dependientes.

Para variables de confusion se realiz6 analisis multivariado.

Las variables dicotomicas se analizaron con medidas porcentuales y de chi
cuadrada.

Para el analisis de variables escalares se uso la t de Student.

La significancia estadistica entre las medias de los niveles de las variables entre
los genotipos fue examinada mediante el analisis de una via ANOVA.

Se considerd con significancia estadistica un valor de p < 0.05.

Todos los analisis se llevaron a cabo con el SPSS



VARIABLES.

Dependiente:

Presencia de polimorfismo

Independiente:

Presencia de Infarto Miocardico.



RESULTADOS

En el Hospital de Cardiologia del CMN SXXI, se estudiaron 221 sujetos, 127 con
IM y sus respectivos controles (94). La edad promedio fue de 40 + 4.6 anos en el
grupo en estudio, mientras que en el grupo control fue de 40 + 4.1 afios, sin una
diferencia significativa. EI 75% correspondié al género masculino y el 25% al
femenino; el resto de los datos demograficos puede consultarse en la tabla 1. Se
detectaron los siguientes factores tradicionales de riesgo asociado en el grupo en
estudio contra el grupo control, descritos en el estudio Framingham: 1. Diabetes
Mellitus 34:7.8% (p<0.001); 2. Hipertension arterial sistémica 37.2:7.0% (p
<0.001); 3. Tabaquismo 59.5:5.5% (p<0.001); Hipercolesterolemia 41.4:8.6% (p<
0.001); y 4. Antecedentes familiares de enfermedad arterial coronaria isquémica
32:17.4: % (p<0.001)(Tabla 2). En cuanto al polimorfismo G1691A en los 127
pacientes con infarto miocardico y sus respectivos controles, se detecté que todos
los sujetos presentaban una base homocigota G/G; es decir, el polimorfismo
G1691A estuvo ausente en ambos grupos, demostrando en esta forma la

integridad de la regién 1923, al menos en este grupo poblacional.

DISCUSION




La cardiopatia isquémica es una enfermedad cuyo costo social es
extraordinariamente elevado, por lo que su estudio, prevencién y tratamiento son
prioritarios en paises que como el nuestro, su incidencia y prevalencia van en
constante incremento. El estudio de esta entidad nosolégica debe abarcar desde
los mecanismos de prevencién y solucion de los factores predisponentes, hasta el
analisis de los eventos moleculares que contribuyen con la génesis del fenédmeno
y las estrategias moleculares para la solucion del mismo.

Curiosamente, nuestro pais vive una transicibn epidemiolégica en la que
individuos cada vez mas jovenes presentan como manifestacion de esta
enfermedad, el infarto miocardico. Ante estas circunstancias, resulta imperativo
escrudifiar y reanalizar el papel que juegan los denominados factores tradicionales
de riesgo vascular, cuya descripcion se inicid con el estudio Framingham, asi
como los nuevos factores que en la actualidad y desde un punto de vista
molecular, se han relacionado directamente con el desarrollo de enfermedad
ateromatosa. De hecho, son diversos los estudios que cuestionan la influencia que
pueden ejercer los factores de riesgo tradicional, sobre la génesis de la
enfermedad vascular. Mientras que por otro lado, el estudio de los mecanismos de
la coagulacion, de la anticoagulacion, de la fibrinolisis, de las moléculas de
adhesion, del sistema inmunolégico y de otros eventos moleculares, va cobrando
cada vez mayor importancia, por la influencia que ejercen de manera directa en la
fisiopatologia de la ateroesclerosis. Por ejemplo, las trombofilias que involucran a
los inhibidores de la coagulacién como la antitrombina Il y las proteina C y S,
representan un factor de incremento de riesgo para el desarrollo de eventos
trombdticos o bien, la mutacion del factor V de Leiden, que incrementa
sustancialmente la incidencia de trombosis venosa y la progresion de la
enfermedad ateroesclerosa carotidea. De hecho, desde un punto de vista
fisiopatolégico, se han descrito 2 tipos de polimorfismos relacionados con la
resistencia a la accion de la proteina C activada: 1. El G por A en la porcién 1691,
que se caracteriza por el reemplazo de una Arginina por una Glicina 506 en el
factor V de Leiden; y 2. La mutaciéon F2 20210 G-A en el 11p11.2 -q12 que

provoca el cambio de una Arginina en la posicion 622 por una Glicina. Son



numerosos los polimorfismos que se han descrito con relacién a los genes que
codifican para las proteinas de la coagulacién y que estan ligados con el desarrollo
de enfermedad arterial coronaria, como el gene del inhibidor-1 del activador del
plasminégeno (PAI-1), el gene del receptor de la glicoproteina plaquetaria llla
(PIA2) y el gene que codifica para la enzima 5,10 metilentetrahidrofolato
reductasa. Todos ellos, factores capaces de provocar alteraciones tanto a nivel de
la funcion de las proteinas relacionadas con los sistemas hemostaticos, como con
la actividad de las células endoteliales, confluyendo en la produccién de un estado
protrombdético. De tal forma que la variabilidad genética individual, desempefa un
papel determinante en el riesgo de enfermedad arterial coronaria sobre todo, si se
toma en consideracion que los factores de riesgo clasico, no son capaces de
justificar mas del 30-50% de los casos.

En esta investigacion epidemioldgico-molecular, se ha abordado a la cardiopatia
isquémica desde el punto de vista de su manifestacion como infarto miocardico,
pero en pacientes con una edad < 45 anos, en quienes desde un punto de vista
probabilistico, existe la posibilidad de que sea un polimorfismo el que esté
relacionado directamente con el desarrollo de la enfermedad. En estas
circunstancias, en el grupo poblacional estudiado se demostrdé un predominio de
3:1 en el género masculino, con una edad promedio de inicio de las
manifestaciones clinicas de enfermedad arterial coronaria en su modalidad de
infarto miocardico, de 40 afios. Los factores tradicionales de riesgo vascular que
se encontraron ligados a estos pacientes, ejercieron wuna influencia
estadisticamente significativa con relacion al desarrollo de IM en comparacion con
el grupo control, en el que esta asociacién fue menor al 12%.

Con los resultados obtenidos especificamente en este grupo poblacional, se
demostré que ninguno de ellos expresaba el polimorfismo G1691A que caracteriza
el cambio de una Arginina por una Glicina en la posicion 506 de la proteina que
conforma al Factor V de Leiden. Esta asociacion, tampoco la han podido
demostrar otros investigadores en diversos grupos poblacionales, no obstante que
en los japoneses tiene una incidencia del 3.1% en el grupo de pacientes diabéticos

y del 7.4% en el de no diabéticos y que en un grupo poblacional de mexicanos



radicados en los Estados Unidos de América, en los que la incidencia de
tromboembolismo fue muy elevada, se detectd hasta en un 22%. Este hecho, se
ha fundamentado con relacion al desarrollo de infarto miocardico sin obstruccion
arterial coronaria, a la trombosis venosa profunda de miembros inferiores y en
asociacion con otros polimorfismos como el del factor von Willbrand, el del
inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina y el de la proteina C.

Con base en lo anterior, no se debe de perder de vista la influencia determinante
que ejercen las alteraciones en la funcién de los distintos factores de coagulacion,
sobre la génesis de la placa ateromatosa. De tal manera que modificaciones
insignificantes de segmentos tan pequenos representados por una base purica o
pirimidica al sustituir un aminoacido por otro en la expresion fenotipica de las
proteinas involucradas, pueden repercutir a tal grado en el metabolismo, que
llegan a modificar parametros como la constante de Michaelis en cuanto a la
velocidad de reaccion enzimatica, la actividad procoagulante o anticoagulante de
la proteina e incluso, la capacidad de los sistemas enzimaticos para degradar a la
proteina anormal. De la misma manera, se debe destacar que en este estudio,
unicamente se documenta la expresion fenotipica en los pacientes que
sobrevivieron al infarto miocardico, no asi en aquellos casos que fallecieron por la
gravedad de la enfermedad, los cuales pueden hipotéticamente presentar dicha
mutacion y expresarla incluso, con la penetrancia suficiente para provocar un
evento fisiopatolégico capaz de acabar con la vida y la funcién del organismo.
También se debe hacer hincapié en la importancia de la deteccion de estos
polimorfismos, ya que el tratamiento farmacoldgico ya sea preventivo o correctivo,
debera dirigirse a la anticoagulacion mas que a la intervencion sobre los

mecanismos moleculares de agregabilidad plaquetaria.



Conclusiones

1. Es imperativo investigar la existencia de todos aquellos factores que
desde un punto de vista molecular, pueden predisponer al desarrollo de
enfermedad vascular, con el objeto de ejercer un control preventivo o

regulatorio del proceso.

2. A pesar de que en este estudio se demostré la ausencia del
polimorfismo G1691A en el grupo de pacientes estudiado, es necesario
proyectar investigaciones de naturaleza epidemiolégico-molecular de la
magnitud necesaria, que permita valorar la prevalencia de esta alteracion
en la poblacion mexicana, ya que de demostrarse su existencia, es

susceptible de recibir tratamiento farmacoldgico preventivo.

3. Sin embargo, dada la baja incidencia y prevalencia con que se ha
reportado este polimorfismo en la literatura internacional, y con base en los
resultados de esta investigacion, no se justifica el realizar estudios de
escrutinio cuyo costo es elevado, en los pacientes que con el diagnostico
de infarto miocardico son atendidos en las unidades coronarias de los

distintos hospitales de nuestro pais.
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Figura 1. Cascada de coagulacion



Variable Control Pacientes con IM
n=127 n=94

Edad (afiostDE) 40.414.1 40.014.6

Género:

Femenino: (%)

Masculino: (%)

Tabla 1. Edad y genero de de los grupos de estudio y control

Variable Control Pacientes IM p* RR Cl 95%
n=127 n=94

Factores de riesgo:

Diabetes (%) 7.8 34.0 <0.001 5.76  2.53-13.95
Hipertension (%) 7.0 37.2 <0.001 10.17 4.09-28.47
Tabaquismo (%) 5.5 59.5 <0.001 25.26 10.18-70.05
Antecedente familiar 3.2 17.4 <0.001 12.15 8.02-14.72

cardiovascular (%)

Hipercolesterolemia (%) 8.6 41.4 <0.001 7.48 3.41-17.31

Tabla 2. Factores de riesgo cardiovascular.



Edad en los grupos de estudio y control
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Figura 2 Edad de de los grupos de estudio y control.

Genero en los grupos de estudio y control
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Figura 3. Genero de de los grupos de estudio y control.




Factores de riesgo cardiovascular
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Figura 4. Factores de riesgo cardiovascular.
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Figura 5. Localizacién del infarto miocardico.
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Figura 7. Riesgo relativo de los factores de riesgo cardiovascular para infarto




Anexo 1

Factibilidad y aspectos éticos

En la Unidad de Investigacion del Hospital Gabriel Mancera contamos con 200
muestras de pacientes menores de 45 afos con Infarto Miocardico, ademas
cuenta con banco de sangre en el cual se llevara a llevara acabo la coleccion de
muestras para el grupo control (sujetos sanos). También se cuenta con la
infraestructura para la realizacion de pruebas de biologia molecular (véase

infraestructura).

Con relacién a los aspectos éticos, a todos los pacientes se les dara hoja de
consentimiento informado de acuerdo a la Declaracion de Helsinki de la
Asociacién Médica Mundial, sobre los Principios Eticos para la Investigacion
Medica que involucra sujetos humanos, adoptada por la 182 Asamblea Médica
Mundial, Helsinki Finlandia 1964, modificada en Tokio, Japon 1975. Quien

establece los siguientes lineamientos:

1. El objetivo principal de la investigacion médica en humanos consiste en mejorar
los procedimientos de diagndstico, terapéuticos y profilacticos, asi como también,
la compresion de la etiologia y patogénesis de la enfermedad. Aun los métodos
profilacticos, de diagnostico y terapéuticos mas probados deben ponerse a prueba
de modo continuo a través de la investigacion para su efectividad, eficacia,

accesibilidad y calidad.

2. Constituye el deber del médico en una investigacion médica el proteger la vida,

la salud, la privacidad y la dignidad del ser humano.

3. En cualquier investigacion sobre seres humanos, cada paciente potencial debe
estar debidamente informado respecto a los objetivos, métodos, fuente de los

fondos, cualquier conflicto de interés, afiliaciones institucionales del investigador,



beneficios anticipados y peligros potenciales del estudio, asi como también, de la
incomodidad que el mismo pueda implicar. Se le debe de informar que tiene plena
libertad de rehusarse a participar en el estudio y que dicha libertad también
alcanza la facultad de retirarse su consentimiento para participar en el estudio en
cualquier momento sin ningun tipo de represalia. Luego de asegurarse que el
paciente ha entendido la informacion, el médico debera obtener el consentimiento
informado otorgado voluntariamente por el paciente, de preferencia por escrito. Si
el consentimiento no se puede obtener por escrito, el consentimiento no escrito

debe documentarse de modo formal y se debe dar testimonio del mismo.

4.-El médico debera de informar al paciente acerca de los aspectos de la atencion
profesional que se relaciona con la investigacién. La negativa del paciente a

participar en un estudio nunca ha de interferir con la relacion médico-paciente.



Anexo 2

Extraccidon de la muestra sanquinea: Se extraera de la vena antecubital 10 ml de

sangre total (teniendo cuidado de que el torniquete no sea aplicado con mucha
tensién), la cual sera colectada en un tubo conteniendo EDTA, el cual sera
centrifugado a 2500 g por 10 minutos. Posteriormente la capa superior (plasma)
sera retirada cuidadosamente tratando de no perturbar la siguiente capa en donde
se encuentra localizado el contenidote células mononucleares (buffy coat), la cual
sera transferida con una pipeta de transferencia de plastico estéril a un tubo de
plastico eppendorf estéril de 1.5 ml libre enzimas (RNasas y DNasas). Finalmente
el concentrado eritrocitario, el cual se encuentra en la capa inferior se desechara

en un contenedor destinado para material (residuos peligrosos).

Extraccion de ADN: Se utilizara el equipo comercialmente disponible de la marca

Qiagen (QlAamp DNAMini Kit) de acuerdo a las instrucciones establecidas por la
compafiia. Una vez extraido el ADN se procedera a su conservacion en un
refrigerador a -70 ° C, hasta que sea utilizado para la amplificacion de los

segmentos correspondiente.

Anexo 3

Formato de consentimiento informado para su inclusion en el protocolo:

HOSPITAL REGIONAL No. 1 GABRIEL MANCERA
UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN TROMBOSIS, HEMOSTASIA'Y
ATEROGENESIS (UIMTHA)
HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO



Por medio de la presente yo doy
mi autorizacion a la Dra. Irma Isordia Salas y colaboradores para participar en el
estudio de investigacion titulado “PREVALENCIA DEL POLIMORFISMO
(G1691A) DEL GEN DEL FACTOR V EN PACIENTES CON INFARTO
MIOCARDICO”, mismo que consiste en la toma de muestra sanguinea (10ml) para
la determinacién de la presencia de dichos polimorfismos mediante técnicas de
biologia molecular, y forma parte del estudio integral de mi padecimiento; mi
participacion es voluntaria. En caso de negarme, dicha decisién no repercutira en
lo absoluto en mi tratamiento.

Se me ha explicado ampliamente el procedimiento y debido a que no implica
ningun riesgo y conozco de manera precisa la gravedad de mi enfermedad, firmo
de conformidad.
Firma del paciente

Domicilio

Fecha

Testigos
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