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Capitulo I

Resumen

En México, la mitad de los casos de muerte fetal permanecen sin una explicacion; por lo
tanto, la finalidad del presente estudio fue detectar las potenciales causas y factores de
riesgo para muerte fetal implementando un abordaje multidisciplinario en el Hospital

Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.

Este es un estudio descriptivo, observacional y prospectivo. Se incluyeron los casos de
muerte fetal reportados por el Servicio de Obstetricia del 1ero de Octubre del 2019, al 25
de Mayo del 2020.

Como parte del abordaje para muerte fetal se incluyeron las siguientes estrategias:
historia clinica genética completa, exploracion fisica del feto, toma de fotografias
clinicas; los casos debian contar con ultrasonido prenatal, radiografia simple postnatal, o
autopsia fetal. Se realizé amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples

(MLPA), con muestras de cordén umbilical.

En el periodo de estudio se reportaron 33 casos de muerte fetal, de los cuales se
incluyeron 21. Cinco madres contaban con exposicion a algiin agente teratégeno
(23.8%), 9 presentaban alguna enfermedad que puede haber contribuido a la muerte fetal
(43%) y 12 (57%) de ellas presentaban un incremento en el indice de masa corporal

(IMC) prenatal.

A la exploracion fisica fetal se encontraron defectos congénitos en 8 fetos (38%), se
contaba con ultrasonido prenatal en 17 casos (81%), radiografia simple en 14 casos
(66%) en una se encontraron hallazgos sugestivos de etiologia, se logro realizar autopsia
en 3 casos, sin datos concluyentes para determinar la causa de muerte fetal. En todos los

casos se realizo MLPA, reportado negativo en los 21 casos.

Se identificaron problemas de salud como diabetes y obesidad como factores de riesgo
para muerte fetal. Estos factores son prevenibles implementando adecuadas estrategias

de control prenatal.



Capitulo II

Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define muerte fetal como: muerte previa a
la expulsion o extraccion completa del producto de la concepcion. Segun la edad
gestacional, se considera muerte fetal a partir de la semana 22 de gestacion o bien, que

presente un peso al momento del nacimiento mayor de 500 gramos'.

La incidencia de muerte fetal se calcula de 3-5 por cada 1000 nacimientos®. Se estima
que ocurren 2.6 millones de casos de muerte fetal cada afio; sin embargo, la cifra puede
ser subestimada por falta de registro en varios paises, asi como definicion y clasificacion
inadecuadas®. La incidencia es mayor en regiones en vias de desarrollo, como Africa y
Asia en donde se reportan 28.7 y 25.5 casos por cada 1000 nacimientos,

respectivamente®,

Hay factores que pueden influenciar la incidencia de los casos de muerte fetal como son
las politicas en salud, la economia, la cultura y la religion. En México, la instauracién de
ciertos programas de salud ha disminuido los casos reportados de muerte fetal, como la
instauracion del Seguro Popular en 2003 y el Seguro Médico para una Nueva
Generacion desde 2006. La implementacion de estas estrategias disminuyo la tendencia
de muerte fetal en -1.9% en un periodo de 2000 a 2013 y la tendencia de muerte

neonatal en -2.2%".

A pesar de la importancia que han tenido estas intervenciones en los programas de salud
su impacto no puede ser atin del todo esclarecido, ya que los reportes de casos de muerte
fetal en México no estan completos. La falla en el reporte de estos casos hace imposible
poder investigar sus efectos tanto en las familias afectadas como en la sociedad. Llevar
un registro adecuado permitird implementar estrategias de diagndstico, manejo y
seguimiento pre y perinatal, asi como establecer medidas preventivas; ademas, la
mortalidad perinatal es un indicador de la calidad en la atencién médica en un hospital y

en un pais>®,



Las causas médicas de muerte fetal se han clasificado en diferentes categorias: factores
maternos, factores fetales y factores placentarios (también llamados combinados). Entre
los factores maternos se describen: obesidad, edad materna de riesgo, tabaquismo,
diabetes, hipertension, lupus y enfermedad tiroidea. Los factores fetales incluyen
defectos congénitos, los cuales pueden ser de etiologia cromosdmica, monogénica,
multifactorial. Los factores placentarios incluyen: fibrosis placentaria, abruptio

placentae y anomalias del cordon umbilical (como los nudos verdaderos)>’.

Dentro de los factores fetales, los defectos congénitos son una causa significativa de
muerte. Reportes de necropsia de muertes fetales muestran que, entre 25 a 35% tienen
defectos congénitos, que se pueden agrupar en defectos aislados (40%), multiples (40%)
y en deformaciones o displasias (20%). Las causas genéticas representan una porcion
importante de las causas de muerte fetal, la mayoria corresponden a alteraciones
cromosdmicas, que ocurren entre 6 y 15% de los casos, destacando las aneuploidias,
entra las mas comunes estan la monosomia X (23%), trisomia 18 (21%) y trisomia 13
(8%)>. La proporcion de alteraciones cromosdmicas es mayor en fetos con defectos

estructurales.

En México, aproximadamente la mitad de los casos de muerte fetal permanece sin causa
explicable y la proporcion de esta categoria aumenta con la edad gestacional®. Realizar
autopsia, estudio de la placenta y cariotipo, disminuyen las posibilidades de que los

casos permanezcan sin un diagnodstico preciso®?®,

Para poder realizar una adecuada evaluacion de los casos de muerte fetal es necesario
estudiar las diferentes causas de la misma, para lo cual es necesario realizar: historia
clinica y exploracion fisica detallada, autopsia, estudio de la placenta, estudios

radiograficos del feto, estudio citogenético y/o molecular®®:1,

La historia clinica y exploracion fisica son herramientas de suma utilidad para el estudio
de la muerte fetal; en particular la historia médica materna, los antecedentes obstétricos
y antecedentes familiares se deben de revisar de manera cuidadosa. En un estudio
retrospectivo (Wisconsin Stillbirth Service Project) se encontr6 que la historia médica
materna contribuy¢ a determinar las causas de muerte fetal en 26% de los casos, con un

rendimiento diagnostico similar al de la autopsia’.



Al obtener la historia familiar se debe interrogar intencionadamente sobre antecedentes
en otros miembros de la genealogia con defectos congénitos, discapacidad intelectual,
pérdida gestacional recurrente, muerte fetal, muerte infantil o a edades tempranas, asi

como la consanguinidad en la familia®.

Para iniciar la exploracion fisica, es prioritario determinar el grado de maceracion del

feto, que se clasifica en 6 categorias'”:
0: No maceracion, el tejido tiene apariencia normal.

I: Descamacion que involucra menos del 1% de la superficie corporal total, coloracion

roja/rosa, con algunos puntos de decoloracion focal.

II: Descamacion en cara, abdomen o dorso >1% y <5% de la superficie corporal total,
y p p

tejido rojo/rosa con decoloracion focal, coleccion de fluido seroso.

III: Descamacion >5% de la superficie corporal total, tejido rojo/rosa, mezclado con

café.
IV: Coloracion café generalizada.
V: Momificacion, apariencia gris.

La descripcion debe ser lo mas detallada posible, apoyandose con un registro fotografico
para evitar olvidar algun punto que pudiera ser la clave en el abordaje; esta exploracion
fisica tiene especial atencion en la dismorfologia y los defectos congénitos, seguida de
una adecuada somatometria®. Para realizar estas mediciones, preferentemente, se
emplean calibradores de metal, cinta métrica flexible, regla fija y bascula. Se debe de
obtener la talla, perimetros cefélico, abdominal y toracico, segmento inferior y superior,
pie y brazada. La somatometria debe ser bilateral, en algunos casos se realizara de

manera unilateral dependiendo del grado de maceracion del feto®!°.

El estandar para el registro fotografico de la muerte fetal son las siguientes tomas:
proyeccion anterior y posterior de cuerpo completo; frente, perfil derecho e izquierdo de

la cabeza, y fotografias de caracteristicas fisicas que llamen la atencion®!°.



En cuanto a los estudios de imagen, se recomienda realizar radiografias simples, estas se
consideran un complemento importante a la autopsia, e incluso se considera un adecuado

método de evaluacion cuando la familia declina la autopsia’.

En el reporte del Wisconsin Stillbirth Service Program se encontrd que realizar una
radiografia de cuerpo completo contribuy6 a la confirmacion de la causa de muerte en
16% de los casos analizados. Las proyecciones recomendadas para el estudio de muerte
fetal son anteroposterior de cuerpo completo idealmente con radiometria de la longitud
del himero y, fémur, con la finalidad de identificar displasias esqueléticas, y proyeccion
lateral de cuerpo completo. Las posiciones recomendadas para la toma de radiografias
son: para la anteroposterior de cuerpo completo la cabeza debe de estar en leve
hiperextension con las extremidades superiores en extension y supinacién a ambos
costados del feto con las extremidades inferiores también en extension. En el caso de la

lateral las extremidades superiores deben de colocarse sobre el torax del paciente’-1°.

Si hay una fuerte sospecha de displasia esquelética se recomienda realizar radiografias

adicionales para realizar una evaluacion esquelética completa'®.

Por otro lado, la autopsia provee informacion invaluable para el estudio de la muerte
fetal, ayuda a evaluar potenciales dafios internos de los fetos que no son identificables
con la exploracidn fisica detallada; una autopsia tipicamente consiste en una
examinacion externa e interna y también incluye la evaluacion de la placenta y el cordon

umbilical®-10-11.12,

La evaluacion de los 6rganos internos incluye su medicion, pesado, evaluacion
macroscopica y microscopica, asi como evaluacion histoldgica con tinciones especiales
si estd indicado. En caso de que los padres rechacen la autopsia completa, se puede
ofrecer realizar la exploracion interna limitada s6lo a regiones especificas del

Cuerp09,1o,11,12.

La placenta y el cordon umbilical son de suma importancia, ya que pueden aportar
informacion valiosa sobre etiologia vascular, infecciosa, asi como dafios ocasionados
por preeclampsia/eclampsia, que se han visto asociados a un mayor riesgo de muerte

fetal. Hay patologias placentarias que s6lo son diagnosticables en la examinacion



histologica, asociadas a restriccion de crecimiento intrauterino y a mala perfusion. La
patologia placentaria asociada a muerte fetal se presenta hasta en 65% de los casos, de

estas el abruptio placentae es la causa placentaria encontrada con mayor frecuencia®!%

11,12

En diversos estudios han reportado que, haciendo autopsia a los casos de muerte fetal, se
logra identificar la causa en 50 a 90%; dentro de las cuales, como ya se menciond
previamente, la patologia placentaria es la mas frecuente, seguida de causas fetales,

representadas principalmente por los defectos congénitos®!°.

A pesar del rendimiento diagnostico que posee la autopsia, el determinar la etiologia
genética (presente en ~30% de muertes fetales) debe realizarse a través de un estudio

citogenético/molecular, para lo cual se requiere la obtencion de tejido fetal®!°,

Tradicionalmente, el cariotipo ha sido el método mas utilizado>!*:14, El cariotipo es un
estudio citogenético en el cual se necesita de proliferacion celular, detencion del ciclo
celular en metafase (en donde se observa el grado maximo de condensacion de los
cromosomas), un proceso de preparacion y fijacion de los cromosomas para su posterior
tincion y andlisis. El cariotipo permite la evaluacion de alteraciones cromosdmicas
numéricas y estructurales con una resolucion de aproximadamente 5-10 Mb y aunque es
eficiente al detectar las aneuploidias mas frecuentes en muerte fetal, posee ciertas

limitaciones!?-14,

Las limitaciones del cariotipo en muerte fetal incluyen desde la falla en el cultivo
celular, contaminacion bacteriana, pobre morfologia cromosomica y las limitaciones
propias de su resolucion que impiden la deteccion de ciertas microdeleciones o

alteraciones cromosomicas por debajo de su rango de deteccion!>!14,

En los casos en los que el cariotipo no puede proveer informacion por falta de
proliferacion celular, se puede proceder a realizar MLPA (amplificacién de sondas
dependiente de ligandos multiples). Esta prueba es un método semicuantitativo para el
analisis selectivo de los cambios en el nimero de copias del DNA, no requiere de
proliferacion celular y en este se realiza una discriminacion de longitud de los productos

de ligacion para la deteccion de aneuploidias en los cromosomas X, Y, 13, 18 y 21. Sin



embargo este estudio también posee limitantes, principalmente al informar unicamente

variantes en el nimero de copias de las aneuploidias mas frecuentes'>.

Actualmente un estudio que toma importancia en el abordaje de la muerte fetal son los
microarreglos cromosomicos (CMA). El estudio mediante CMA evita también los
inconvenientes de la proliferacion celular, ya que se realiza mediante la extraccion de
DNA del tejido fetal y permite la deteccion de alteraciones cromosdmicas con una
resolucion mucho mayor a la detectada por el cariotipo, es decir, evidencia ganancias o
pérdidas de material cromosomico en el orden de menos de 1Mb, que en el cariotipo

pasarian inadvertidas.

En un estudio realizado por el NICHD (National Institute of Child Health and Human
Development) “Stillbirth Collaborative Research Network”, en el que realizaron
cariotipo y microarreglos a 532 muestras obtenidas de muerte fetal, lograron un
resultado en 375 (70.5%) y 465 (87.4%) de los casos, respectivamente. De igual manera
Rosenfeld ef al evidencid la eficiencia de los microarreglos para el diagnéstico de la
muerte fetal, al detectar por este medio, un resultado en 515 de 535 muestras, fuera por
falla en el cultivo, o inclusive, cuando algunos de ellos habian obtenido cariotipo

normal’3-14,

Las limitantes principales de los microarreglos son: incapacidad para detectar rearreglos
balanceados, niveles bajos de mosaicismo y la no obtencion de resultados debido a una

mala calidad de DNA!3:14,

La identificacion de la etiologia de la muerte fetal presenta multiples beneficios, los
cuales van a derivar en un adecuado asesoramiento genético a las familias, pudiéndoles
otorgar la informacion pertinente acerca de: factores de riesgo, riesgos de recurrencia,

estrategias de prevencion y técnicas de reproduccion®’8,

La evaluacion de la muerte fetal es también un indicador de la calidad de los servicios de
salud, la evaluacion integral de todos los casos de muerte fetal debe ser una rutina

porque permite llegar a un diagnostico preciso y un asesoramiento especifico, sobre todo
en las unidades hospitalarias en las cuales se cuenta con las herramientas necesarias para

poder realizarlo®*. Sin embargo la muerte fetal en México es una entidad poco



estudiada, de la cual no existe un adecuado registro, esto principalmente debido a la falta
de consenso sobre la definicion de muerte fetal y sobre las medidas que se deben de

tomar al reportarse un caso**.

De igual manera, representa un estigma social tanto para las familias como para los
médicos, por lo cual no se lleva un seguimiento adecuado de los casos; por lo tanto, no
se integran diagnosticos finales y no es posible asesorar a las familias para futuras

gestas?.

El abordaje y seguimiento de la muerte fetal es un proceso que amerita de una
participacion multidisciplinaria, en la que es necesario que cada una de las
especialidades involucradas realice su aporte para poder llegar a una conclusion del
caso. La falta de responsabilidad acerca de quién debe de abordar los casos de muerte

fetal, también ha sido un impedimento para el correcto estudio de la misma?7-%10,

En el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” hay aproximadamente 9 mil
nacimientos por afo. En 2016 se comenzo un registro de muertes fetales por el
Departamento de Genética, en el cual de 10 de agosto de 2016 al 9 de agosto de 2017 se
obtuvo un registro de 54 casos de muerte fetal y en el periodo de 10 de agosto 2017 al 23
de julio 2018, se registrd un total de 46 casos, con una incidencia de 5 a 5.8 por cada

1000 nacimientos.

En dicho registro solo se toman datos basicos respecto a los antecedentes
heredofamiliares y perinatales, se revisa a los fetos macroscopicamente, en caso de
sospecha de etiologia cromosdmica, se toma muestra de cordon umbilical y se les ofrece
a los padres realizar analisis citogenético, y se les hace la recomendacion de realizar

autopsia fetal.

Sin embargo, a pesar de que se cuenta con un registro, la informacién recabada, asi
como el seguimiento de los casos no es suficiente, ya que son escasas las familias que
deciden continuar con el abordaje, siendo el factor socioeconémico de las familias una
limitacion importante. De manera que surge la necesidad de realizar un abordaje integral
sobre los casos de muerte fetal, en el que se tenga la oportunidad de realizar todos los

estudios pertinentes para el estudio de esta entidad.



Capitulo III
Hipotesis

El abordaje genético de la muerte fetal permitirad determinar el diagnéstico etiologico en

el 25-35% de los casos, para otorgar el asesoramiento genético adecuado.



Capitulo IV

Objetivos

Objetivo General

Establecer un algoritmo diagnostico multidisciplinario para determinar el diagndstico

etiologico de los casos de muerte fetal en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio

Gonzalez”.

Objetivos Especificos

1.

Elaborar historia clinica genética para determinar antecedentes familiares y/o

factores de riesgo de importancia.

Realizar cariotipo en todos los casos de muerte fetal con la finalidad de detectar

alteraciones cromosdmicas numéricas y/o estructurales.

Realizar MLPA o microarreglos en los casos donde no sea posible realizar

cariotipo por falta de crecimiento celular.

Realizar autopsia y/o estudio de imagen para evaluar las causas fetales y

maternas de muerte fetal.

Brindar asesoramiento genético a las familias con base a los resultados

obtenidos.

10



Capitulo V

Material y métodos

Tipo de estudio

Este es un estudio descriptivo, prospectivo y observacional. La poblacion de estudio se
compone de todos los casos de muerte fetal reportados en el Hospital Universitario “Dr.
José Eleuterio Gonzalez” en el periodo del lero de Octubre de 2019 al 25 de Mayo del
2020.

-Criterios de inclusion:

Muerte fetal de 22 semanas de gestacion o mas, con peso mayor o igual a

500 gramos, reportadas a genética por obstetricia.
— Madre mayor de edad.

— Los casos de muerte fetal deben contar con al menos con uno de los
siguientes: autopsia o estudio de imagen (radiografia- ultrasonido

prenatal).

— Se debe contar con consentimiento informado para participacion en
protocolo Abordaje Genético en Muerte Fetal, con el cual se accede a
toma de muestra de cordon umbilical para realizar estudio

citogenético/molecular (cariotipo, MLPA, microarreglos).
— Los casos deben de ser reportados dentro del periodo establecido.
-Criterios de exclusion:
— Casos de muerte fetal fuera del periodo establecido
— Incumplimiento de semanas de gestacion o peso considerados.

— Datos de extrema maceracion, grados IV y V de la escala de maceracion.
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-Criterios de eliminacion:

-Muestras bioldgicas para andlisis citogenético/molecular insuficiente o

contaminadas.
Calculo de muestra

En el afio 2018 el departamento de genética registrd 46 casos de muerte fetal, sin
embargo, se incluyeron todos los casos sin una definicion estricta. Utilizando esta
referencia como la poblacion general de muerte fetal, se realizé un calculo de muestra
con el software Raosoft® Sample Size Calculator con intervalo de confianza de 95%

con un tamano de muestra ideal de 42 casos en un afio.
Diseino

Los casos de muerte fetal fueron reportados al Departamento de Genética por el servicio
de Obstetricia, esto se realizaba al ingresar la madre a urgencias obstetricia, de esta
manera el personal del Departamento de Genética acudia a informar respecto de
protocolo y firmar consentimientos informados. Los consentimientos se presentaban por
escrito, a la madre (o padre) constando de tres consentimientos, uno en el que se le
explica el proposito del estudio y se solicita su participacion en el mismo, se le otorgara
el consentimiento que el Departamento de Patologia establece para la realizacion de

autopsias fetales y un consentimiento para la extraccion y almacenamiento de DNA.

Al pasar la paciente a expulsivo se notificaba de nuevo a Genética para proceder a la
exploracion fisica, somatometria, toma de fotos clinicas y toma de muestra de cordon
umbilical, la cual posteriormente se trasladaba al Departamento de Genética para su
registro mediante codigo y de esta manera mantener la confidencialidad. Las muestras
de cordon umbilical se conservaban en refrigeracion hasta su posterior procesamiento, lo

cual se detallard en un apartado méas adelante.

En caso de contar con consentimiento para realizar autopsia y se cumplieran los
requisitos solicitados por el Departamento de Anatomia Patologica: menos de 6 horas de
expulsion, consentimiento de patologia para realizar autopsia firmado por madre o

padre, copia de certificado de muerte fetal y resumen con datos de relevancia para la
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autopsia; se notificaba al residente de guardia de este departamento quien acudia a
SEMEFO (Servicio Médico Forense) a realizar la autopsia, de la cual se reportaban los

hallazgos por medio de un reporte escrito, un mes después.

En los casos en que la notificacion de muerte fetal se realizara posterior a que la paciente
pasara a el area de expulsivo, se esperaba a la estabilizacion de la misma para la firma de

consentimiento y proceder con las acciones previamente descritos.

En los casos en que el reporte de muerte fetal se realizara fuera del periodo establecido
por Anatomia Patoldgica para realizar la autopsia o no se contara con autorizacion para
realizar la misma, se procedia a llevar al producto a realizar radiografia simple, para
realizar este traslado es necesario que el producto se encuentre en SEMEFO, se realizaba
una carta en la que se solicitaba traslado del producto al servicio de radiologia en el area

de urgencias del Hospital Universitario.

En el 4rea de radiologia se entregaba solicitud proporcionada por el mismo
departamento donde se constaba que nuestros pacientes forman parte de un protocolo de
tesis. Se registraban en el sistema de estudios de imagen Carestream Vue Motion, bajo el
nombre materno y se realizaba radiografia simple. La cual se revisaba posteriormente de
manera electronica en el sistema ya mencionado buscando principalmente datos de
displasia esquelética o afectaciones ¢seas de enfermedades infecciosas. El producto era

regresado por mismo personal de SEMEFO.

Una vez terminados los procedimientos se indicaba a los padres que se les realizaria
notificacion via telefonica cuando estuvieran listos los resultados del abordaje y de esta

manera pudieran acudir a recibir asesoramiento en la consulta de genética.
Cariotipo

Este es un estudio de citogenética convencional que permite la deteccion de alteraciones
cromosdmicas numéricas y estructurales con una resolucion de 5-10 Mb. Para realizar el

mismo se consta de diferentes pasos:
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Siembra

1- En campana de flujo laminar en laboratorio de citogenética se fragmenta la
muestra obtenida de cordon umbilical en placa de Petri con una hoja de bisturi.

2- Una vez obtenidos pequefios fragmentos del tejido se pasan a frasco de cultivo
T25 con 1 a 1.5 ml de medio AmnioMax y 100 pl de antibidtico.

3- Se deja cultivo T25 en incubadora de CO2.

4- A la semana de la siembra se evaluaba crecimiento celular mediante microscopio
invertido.

5- Si se contaba con crecimiento celular adecuado se procedia a la cosecha, si este
alin no era Optimo o no se evidenciaba, se alimentaba el tejido con mas medio
AmnioMax con base a necesidad de cada tejido en particular.

6- Se daba una semana mas de crecimiento celular, posterior a la cual se vuelve a
evaluar crecimiento celular, en caso de que este no se lograra, se desecha cultivo
y se procede a realizar extraccion de DNA y MLPA. En caso de crecimiento
optimo se procede a cosecha.

Cosecha

1- Para realizar la cosecha primero se debe levantar el tejido, para lo cual se
desecha sobrenadante y se debe de colocar 4 ml de Tripsina .25% y se ingresa
por 5 minutos a la incubadora de CO2.

2- Se revisa al microscopio invertido para verificar crecimiento celular.

3- Se realizan ligeros impactos a la T25 para levantar el tejido.

4- Se agregan de 3-5 ml de medio AmnioMax para detener la accion de la tripsina.

5- El contenido de la T25 se pasa a tubo conico para centrifugar por 10 min a 1500
rpm, posteriormente se desecha sobrenadante.

6- Se agregan 2.5 ml de AmnioMax y se resuspende boton.

7- Se colocan 6 cajas de Petri con un cubreobjetos, en los cuales se goteara la
muestra hasta que esta se encuentre repartida de manera uniforme en las 6 cajas.

8- Se vuelve a dejar en incubadora de CO2 por 16-18 hrs.

9- Se agregan 2.5 ml de AmnioMax a cada caja de Petri.
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10- Se agrega una gota de Colcemid a cada caja de Petri y se deja actuar 8 minutos

11-

en incubadora de CO?2.

Se extrae contenido con pipeta de 10 ml

12- Se agrega con pipeta de 10 ml solucién de citrato, 3 ml en cada caja y se deja 30

minutos a temperatura ambiente.

13- Prefijacion: Se agregan 2 ml de solucién fijadora a cada caja se deja por dos

minutos y se extrae todo contenido.

14- Fijacion: Consta de tres pasos en los que se agregan 3 ml de solucion fijadora por

20, 15 y 10 minutos.

15- Se extrae todo contenido de cada caja uno por uno. Al extraer se utiliza secadora

y mechero.

16- Ver al microscopio invertido metafases.

17- Se levanta cubreobjetos de la caja, se deja en maduracion por 48 horas.

Tincion

Se utilizan cinco vasos de precipitado de 10 ml, se colocaré portaobjetos en cada uno en

el siguiente orden:

1- 37 segundos en solucion con tripsina

2- 1 minuto 30 segundos en Buffer pH 7.2

3- 2 minutos 40 segundos en colorante Wright

4- 2 minutos 40 segundos en colorante Giemsa

5- Se lava con agua destilada y se deja secar

6- Se observa tincién en microscopio

7- Se monta cubreobjetos en laminilla
Lectura

Las laminillas se asignan a dos citogenetistas quienes leeran 10 metafases cada una en

un analizador, posterior a lo cual se realizara reporte en el cual se incluye formula

cromosdmica y cariograma de dos metafases, una de cada citogenetista.

15



Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA de corddn umbilical se realiz6 el siguiente procedimiento:

1- En campana de flujo laminar en laboratorio de biologia molecular se fragmenta
la muestra obtenida de cordén umbilical con una hoja de bisturi.

2- Se agregan 1.5 pl de proteinasa K.

3- Se agregan 300 pl de solucion de lisis celular.

4- Se ingresa a equipo Qiacube en donde se programa a 55°C a 900 rpm por una
hora y posterior 15 minutos a 65°C a 900 rpm.

5- Colocar 1.5 pl de RNasa y dejar a 37°C por 15 min.

6- Agregar 100 ul de solucion Ppt de proteinas y dejar de 3-5 minutos en hielo.

7- Vortex a alta velocidad por 20 segundos.

8- Centrifugar 3 minutos a 14000 rpm.

9- Vaciar en un tubo de 1.5 mL con 300 pl de isopropanol.

10- Mezclar la muestra por inversion suave, aproximadamente 30 veces.

11- Centrifugar 12000 a 14000 rpm por 1 minuto

12- Descartar sobrenadante.

13- Agregar 300 ul de etanol al 70%, mezclar por inversion.

14- Centrifugar por 3 minutos a 12000 a 14000 rpm.

15- Descartar sobrenadante y secar la pastilla a temperatura ambiente por 10-15
minutos.

16- Agregar 100 ul de solucion de hidratacion de DNA.

Cuantificacion de DNA

Este procedimiento sirve para medir las concentraciones de DNA y evaluar la calidad de

los acidos nucleicos. Se utiliza el equipo NanoDrop ND-8000.

I- Se enciende el equipo y computadora acoplada con el software del mismo.

2- Se colocan pl de agua grado biologia molecular en el pedestal inferior del
equipo, se baja el brazo superior del pedestal y se inicia el espectrofotometro.

3- Colocar 2 pl de solucion “blanco” (el mismo que se utilizé para disolver el

DNA) en el pedestal. La medicion del blanco debe ser uno u ocho espectros con
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lineas de base relativamente planas cerca de cero. De no ser asi limpiar y repetir
el proceso hasta lograrlo.

4- Para cuantificar las muestras de DNA, colocar 2 pl de la muestra, al medirlo se
registra la lectura en ng/pl, asi como la calidad del mismo, dado por las

relaciones 260/280 y 260/230. Limpiar el pedestal al terminar la medicion.
MLPA

Se utiliza el kit SALSA MLPA Probemix P095 Aneuploidy (MRC Holland) que

contiene sondas dirigidas a los cromosomas X, Y, 13, 18 y 21.

- Desnaturalizacion del DNA e hibridacion de sondas

1. Diluir la muestra de DNA (50 ng/ul DNA) con agua grado biologia molecular a
5l

2. Calentar 8 minutos a 98°C y dejar la muestra hasta enfriar 25°C antes de abrir el
termociclador.

3. Agregar 1.5 pul de SALSA probe-mix y 1.5 ul de MLPA buffer, mezclar por
pipeteo suave.

4. Incubar 1 minuto a 95°C, posteriormente incubar de 16 a 20 horas a una
temperatura de 60°C.

- Reaccioén de ligacion

1. Reducir la temperatura del termociclador a 54°C, afiadir 32 pl de mix Ligase-65
a cada muestra y mezclar.

2. Incubar 15 min, y posteriormente calentar 5 min a 98°C

3. Por muestra mezclar 3 pl de ligasa buffer A y 3 pl de ligasa buffer B, y 25 pl de
agua grado biologia molecular.

4. Agregar 1 pl de ligasa-65 y mezclar nuevamente.

- Reacciéon de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

1. Agregar 10 pl de mix de polimerasa.

2. Mezclar 2 pl de PCR-primers SALSA + 0.5 pl de SALSA polimerasa + 7.5 ul de
agua grado biologia molecular.

3. Condiciones de la PCR, las cuales ya se encuentran programadas en el

termociclador, quedando de la siguiente manera (Tabla 1).
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Tabla 1 condiciones de PCR utilizadas para MLPA

Paso Descripcion Temperatura y tiempo
1 Desnaturalizacion 95°C por 40 segundos
2 Alineamiento 60°C por 40 segundos
3 Extension 72°C por 1 minuto
4 Extension final 72°C por 20 minutos
5 Paso final 25°C indefinido

4. Desnaturalizacion de los productos amplificados: se realiza en el laboratorio de
secuenciacion, se prepara el mix con base al nimero de muestras que se van a

procesar, tomando en cuenta las siguientes cantidades de reaccion (Tabla 2)

Tabla 2 preparacion de mix para desnaturalizacion

Reactivo Volumen (pl) requerido para 1 reaccion
Formamida 9.7

GeneScan LIZ 500 0.3

Producto de PCR 2

5. Colocar en un microtubo de 2 ml la cantidad de mix de reaccidon que aplique,
agitar la mezcla en vortex por 5 segundos y distribuirla en los microtubos de 0.2
ml, previamente rotulados.

6. Colocar los tubos en el termociclador, y seleccionar programa para
desnaturalizar: 5 minutos a 95°C.

7. Provocar choque térmico al pasar a un bloque congelado a -20°C y dejarlos por 5
minutos.

8. Después del choque térmico, todas las muestras se colocan en la placa de 96
pozos del equipo ABI 3130 para llevar a cabo la electroforesis capilar, cada vez
que se realiza una corrida es necesario efectuar la electroforesis de controles

negativo y positivos, para poder determinar la variacion en el nimero de copias.
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9. Programar el equipo para que se realice la corrida de las muestras, registrarla con
los datos de dia, mes afio, en que se realizan.

10. Al terminar la corrida, analizar resultado de MLPA con software Coffalyser,
instalado en la computadora del laboratorio. El software muestra un patrén de
colores para que sea mas facil su interpretacion, marcando azules aquellas
muestras que presentan ganancia de material genético y de color rojo aquellas

que presentan pérdida.
Analisis de resultados

Se genero6 una base de datos para reportar los hallazgos que se realizaron durante el
abordaje incluyendo datos de la historia clinica: datos de la madre, datos del padre,
historia clinica obstétrica, somatometria, datos de relevancia a la exploracion fisica,
resultados de ultrasonido, radiografia, autopsia: asi como resultado de los estudios de
citogenética o citogenética molecular. Estos se ingresaron al programa SPSS 21, para

calcular frecuencias y medidas de tendencia central.

19



Capitulo VI

Resultados

Durante el periodo de estudio se reportaron 33 casos de muerte fetal en el Hospital

Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzéalez” en un periodo de octubre de 2019 a mayo
del 2020.

Se calcula una incidencia durante en el periodo de estudio de 7 por cada 1000 nacidos
vivos, mayor a la reportada en afios previos, 2017 y 2018, en los cuales se llevaba un
registro menos exhaustivo de muerte fetal y en los que se contaba con incidencia de 5

por cada 1000 nacidos vivos.

De los 33 casos que fueron reportados, solo 21 se incluyeron en el presente estudio, 6 se
excluyeron debido a retraso en la notificacion, 3 se excluyeron ya que sus madres eran
menores de edad, dos madres decidieron no participar y un caso se elimind debido a

datos de extrema maceracion.

Los rangos de edad paterna fueron de 21 a 45 afios con una mediana de 28 afos, y la
edad materna con rango de 18 a 38 afios, con una mediana de 25 afios. Solo tres madres

presentaban edad materna de riesgo, mayores de 35 afios.

De los casos reportados, 5 madres (23.8%) presentaron exposicion a algiin agente
teratogeno (Tabla 3, una paciente puede tener mas de una exposicion), en 9 casos se
reportaron enfermedades maternas (una paciente puede tener mas de una enfermedad)
(43%) de estas 4 pacientes (44%) presentaban diabetes pregestacional, con mal control
metabolico antes y durante el embarazo. El indice de masa corporal (IMC) preparto se
encontraba elevado en 12 pacientes (57%) de estas 3 (25%) se encontraba en sobrepeso

y 9 (75%) en obesidad.

Dos de los casos se trataban de embarazos gemelares, de los cuales el segundo producto
concluy¢ el embarazo sin alteraciones, ninguna de las parejas del estudio presentaba
antecedentes de muerte fetal, una familia tenia antecedente de dos abortos espontaneos a

las 5 y 8 semanas de gestacion.
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Tabla 3- Caracteristicas demograficas maternas

Maternas
Rango de edad en afios | 18-38 (25)
(mediana)
Consumo de 5/21 (23.8%)

sustancias* (%)

Tabaco | 4/5 (80%)

Alcohol | 3/5 (60%)

Drogas | 1/5 (20%)
Enfermedades 9/21 (43%)
maternas** (%)
Diabetes Mellitus | 4/9 (44.4%)
Sifilis | 2/9 (22.2%)
VIH | 1/9 (11.1%)
Sindrome de ovario | 1/9 (11.1%)
poliquistico
Pancreatitis aguda | 1/9 (11.1%)
Cancer de colon | 1/9 (11.1%)
Indice de masa 12/21 (57%)
corporal preparto

elevado (kg/m?)

Sobrepeso (> 25<30) 3/12 (25%)
Obesidad (<30) 9/12 (75%)

*Dos pacientes tienen mas de un consumo de sustancias.

**Una paciente presentaba mas de dos enfermedades

De las gestas incluidas en el estudio, el 47.6% se trataba del primer embarazo; se
presentd la muerte fetal principalmente entre las 29 a 37 SDG (66.6%), se obtuvieron la
mayoria via parto (85.7%) con una proporcion de 12 productos femeninos (57%) y 9
masculinos (42.8%). S6lo en dos casos se presentd peso mayor para la edad gestacional,
el resto se encontraban en percentiles adecuados para su edad gestacional. El 76.1% de
los casos presentaban un grado de maceracion I, lo que resultaba de importancia para
realizar la exploracion fisica, las caracteristicas demograficas completas de los casos de

muerte fetal se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Caracteristicas demogrificas de los casos de muerte fetal

Numero de Gesta 1 Gesta2 a3 Mayor de gesta 3
gesta

10 (47.6%) 6 (28.5%) 5(23.8%)

SDG 22-28 sdg 29-37 sdg >37 sdg

- 4 (19%) 14 (66.6%) 3 (14.2%)

Parto 18 (85.7%) Cesérea 3 (14.2%)
nacimiento

Femenino 12 (57%) Masculino 9 (42.8%)
producto

Peso del 6bito [SIUECLLN:S 1000-1999 g 2000-2499¢ >2500 g
- 8 (38%) 6 (28.5%) 1 (4.7%) 6 (28.5%)

Maceracién Grado 0: 1 (4.7%)  Grado I: 16 (76.1%) Grado II: 2 Grado III: 2
(grados, n) (9.5%) (9.5%)

De manera prenatal, 17 pacientes (81%) contaban con algun ultrasonido de los cuales 9
(53%) mostraban alguna alteracion (Tabla 5). S6lo uno de los casos contaba con
consulta en genética de manera prenatal referida por los hallazgos ultrasonograficos,

realizdndose cariotipo en liquido amniotico, el cual se reporté sin alteraciones (Caso 1).

A la exploracion fisica, se encontraron defectos congénitos en 8 (38%) de los productos,
los cuales se desglosan en la Tabla 5. Se les realiz6 radiografia simple a 14 de los
productos (66%), s6lo en uno de los casos se detectd una alteracion la cual llevo al
diagnostico etiologico de sifilis congénita. En el 100% de los casos los resultados de
MLPA se reportaron sin alteraciones. Solo se realizaron 3 autopsias que cumplieron las
condiciones de anatomia patoldgica, cuyos resultados no fueron concluyentes para

determinar la causa de la muerte fetal (Tabla 5).
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Caso

Sexo

Tabla 5: Resumen de hallazgos en casos de muerte fetal

SDG | Ultrasonido

33

29

31

22.6

30

30.1

34.1

34.2

27.3

prenatal

Holoprosencefalia
alobar,
meningocele
parietal, defecto
septal ventricular
perimembranoso,
labio y paladar
hendido, arteria
umbilical Gnica

Sin alteraciones

No se realizo

No se realizd

Anencefalia

Hidrops fetal

Sin alteraciones

Intestino
hiperecogénico,
edema de cuero
cabelludo y pared
abdominal.

Labio y paladar
hendido,
holoprosencefalia,
polidactilia.

Evaluaciéon Autopsia

dismorfologica

Rayos X

Fisuras No se No se realizod
palpebrales realizd
orientadas
hacia arriba,
labio y paladar
hendido
derecho,
microtia grado
2 derecha,
aplasia cutis,
arteria
umbilical tinica
Sin datos No se No se realizod
realizo
Sin datos Normal No se realizo
Sin datos Normal No se realizd
Anencefalia Normal No se realizd
Ascitis Normal No se realizd
Sin datos Normal No se realizd
Sin datos Lesiones No se realizd
Oseas
sugerentes
de sifilis
congénita
Frente corta, No se Holoprosencefalia
fisuras realizd alobar, 6rganos
palpebrales inmaduros, causa
orientadas de muerte:
hacia arriba, defectos

puente nasal
plano, labio y
paladar

congénitos no

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Factores de
riesgo de
importancia

Diabetes
Mellitus tipo 2
pregestacional
materna no
controlada

Madre con
cancer de colon
con
quimioterapia
durante el
embarazo

Madre con
sindrome de
ovario
poliquistico

Diabetes
Mellitus tipo 2
pregestacional
materna

Obesidad
materna

Hidrops fetal

Sin factores de
riesgo

Madre con VIH,
sifilis y
sobrepeso.

Madre con
diabetes tipo 1
pregestacional
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12 F 32 Restriccion de Pie equino varo  No se No se realizd Normal Embarazo
crecimiento bilateral realizd gemelar
intrauterino desde
las 22 semanas de
gestacion.

14 M 34 No se realizod Sin datos Normal No se realizo Normal Embarazo
gemelar,
sobrepeso
materno

15 F 30 Sin alteraciones Sin datos Normal No se realizod Normal Madre con
pancreatitis
aguda, obesidad
materna

16 F 22.1  Sin alteraciones Sin datos Normal No se realizod Normal Edad materna de
riesgo, obesidad
materna

17 F 29 Placenta previa Sin datos Normal No se realizé Normal Obesidad
total materna,
placenta previa,
edad materna de
riesgo

18 F 32 Oligohidramnios,  Sin datos Normal No se realizé Normal Obesidad
doble circular de materna,
cordon. oligohidramnios,
circular de
cordon
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Sin alteraciones

Sin alteraciones

Pie equino varo  No se No se autorizo6 Normal Obesidad
bilateral realizd materna
Sin defectos No se No se autoriz6 Normal Obesidad
congénitos realizd materna

SDG: semanas de gestacion. F: femenino. M: masculino.
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Capitulo VII
Discusion

La muerte fetal es un problema de salud importante, el conocer y detectar los factores de
riesgo en una poblacion es sumamente relevante para plantear estrategias de prevencion
especificas. Para determinar dichos factores de riesgo es necesario implementar las

herramientas y algoritmos adecuados que permitan su correcta identificacion.

En el presente trabajo se propuso un abordaje en donde se empled: historia clinica
genética, exploracion fisica, registro fotografico, estudio de imagen (ultrasonido

prenatal, radiografia simple posnatal), autopsia y MLPA.

Como se menciond previamente, la historia clinica genética y la exploracion fisica
detallada son instrumentos cruciales para el estudio de la muerte fetal, su aplicacion
completa logra determinar las causas hasta en un 26% de los casos>®. En nuestro trabajo,
se detectaron factores de riesgo de importancia para muerte fetal, a través de la historia
clinica y exploracion en por lo menos 16 de los casos incluidos, representando esto una

utilidad del 76% para determinar la probable etiologia causal.

Esto reafirma la importancia de realizar una historia clinica completa, la cual se
recomienda ser realizada por un genetista, para que de esta manera se cuente con el
adecuado conocimiento tanto de factores de riesgo de muerte fetal, asi como la deteccion

de antecedentes heredofamiliares de importancia®.

Al igual que para la realizacion de la historia clinica la exploracion fisica se recomienda
realizar por personal que tenga conocimientos de dismorfologia, el grado de maceracion
sera determinante para facilitar la exploracion fisica, los grados 0-IIT ', permiten esta
adecuada inspeccion, en el presente trabajo la mayoria de los casos presentaban grado I,
permitiendo realizar una adecuada revision dismorfoldgica, lo que ayudo6 a la deteccion

de 8 casos en los que se presentaban defectos congénitos.

Si bien los defectos congénitos no se pueden considerar causales per se de la muerte

fetal en todos los casos, son sugerentes también de cierta etiologia causal, sobre todo al
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relacionarse con los datos obtenidos en la historia clinica, ya que esto nos puede ayudar

a realizar diagnosticos diferenciales entre causas sindromicas y multifactoriales.

Respecto a los estudios de imagen, en aproximadamente el 3% de los ultrasonidos
prenatales, se puede detectar alguna alteracion estructural, que puede ir desde un defecto
menor hasta multiples defectos los cuales pudieran ser letales'®. La deteccion de
alteraciones en el ultrasonido puede ser importante para el desenlace del embarazo, por

lo tanto, deberia formar parte del control prenatal de toda mujer embarazada'”.

Durante el desarrollo de nuestro trabajo, detectamos que s6lo 17 mujeres contaban con
un ultrasonido prenatal y de estos, 53% mostraba una alteracion. Esto nos refleja que no
todas las mujeres en nuestra poblacion tienen adecuado control prenatal, y de igual
manera que la exploracion fisica, aunque no todas las alteraciones que se puedan
observar mediante el ultrasonido prenatal pueden ser consideradas causales de la muerte

fetal, si pueden sugerir tanto etiologia fetal como placentaria, principalmente.

Las radiografias simples son otro estudio de imagen cuya relevancia también ha sido
destacada en el estudio de muerte fetal, llegandose a considerar como un estudio
satisfactorio, cuando la autopsia no se puede realizar’, su efectividad se califica con un
16% de deteccion de causas de muerte fetal '%; sin embargo, en nuestro protocolo, se
encontraron s6lo hallazgos sugerentes de etiologia causal en uno de los casos, donde se
identificaron lesiones compatibles con sifilis congénita. Por lo tanto, en nuestro estudio
no se demostro tal relevancia de la radiografia simple, se pudiera sugerir realizarla

principalmente en casos en los que se tenga una sospecha de patologia esquelética'®.

La autopsia es considerada por diversos autores como el estudio mas util para los casos
de muerte fetal ya que es capaz de identificar defectos que no son valorables por simple
exploracion fisica. Para que esta se considere completa, debe contar con analisis de
placenta y cordon umbilical”®-!°. Se considera se pueden identificar las causas de muerte
fetal hasta en un 90% de los casos por este medio’. Sin embargo, para maximizar la
efectividad de la autopsia es importante el tiempo que pasa desde la muerte fetal a la
realizacion de la misma, mientras mayor sea este lapso de tiempo, disminuye la

eficiencia de la autopsia'’.
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El Departamento de Patologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzélez”,
provee ciertas especificaciones para la realizacion de autopsias en los que no deben de
pasar mas de 6 horas del fallecimiento para poder realizar el procedimiento. Sin
embargo, en el caso de muerte fetal es dificil establecer con certeza el momento en que
el producto fallece, por lo que, al momento de la expulsion, este puede llevar mas

tiempo de fallecimiento que el requerido para realizar autopsia.

Esto pudo haber afectado la falta de resultados informativos reportados en los casos en
los que se realiz6 autopsia, sin embargo, al haberla logrado realizar s6lo en tres de los
pacientes incluidos, no se cuentan con argumentos suficientes para afirmar o invalidar su
utilidad en el estudio de muerte fetal. Se deberan mejorar los tiempos de notificacion de
muerte fetal para poder completar el abordaje y de esta manera lograr realizar este

procedimiento.

Estas limitaciones se han observado ya en otros estudios en los que también en casos de
muerte fetal evaluados tanto por ultrasonido prenatal como por autopsia no fueron
detectados defectos congénitos que justificaran la causa de muerte fetal. Sin embargo,
algunas patologias que se han reportado en muerte fetal como canalopatias asi como
cardiomiopatias, se pueden presentar en los casos en los que no se detectan alteraciones
aun por medio de la autopsia'®. Asi que, aunque la autopsia se considera el estudio en
muerte fetal con mejor rendimiento diagndstico, tampoco excluye todos los casos en los

que se pudiera tratar de etiologia genética.

La etiologia genética en muerte fetal se puede encontrar en un 25-35%?2, de estas el 6-
12% son alteraciones cromosdmicas’, por lo que se considerd en un primer tiempo el
cariotipo como el estudio de primera linea >!>!4. Sin embargo, en la actualidad se

consideran los CMA como el estudio de eleccion'>!4.

En el presente protocolo se decidi6 utilizar el MLPA, un método que requiere de
extraccion de DNA, sin embargo, solo contiene sondas dirigidas a los cromosomas X,
Y,13,18 y 21, que, aunque son las aneuploidias que se presentan con mayor frecuencia
en muerte fetal’, no descartamos otras etiologias cromosomicas por este método y menos

aun otras causas genéticas como la etiologia monogénica.
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Por lo tanto, aunque no se haya identificado etiologia genética por el método empleado
en este trabajo, no se puede descartar esta causa en los pacientes, hasta realizar estudios

genéticos mas amplios.

Gracias al surgimiento de nuevas tecnologias para la secuenciacion como el Next
Generation Sequencing (NGS), en muchas diciplinas es ahora estandar el uso de estudios
como el exoma clinico. El exoma clinico es particularmente util para realizar
diagndsticos en casos catalogados previamente como “inexplicables”, particularmente en
la nifiez (20-30% de estos casos) y en el caso de fetos con alteraciones estructurales (10-
20%). Debido a la sospecha de una alta contribucion genética en los casos de muerte
fetal, se debiera considerar utilizar esta herramienta para lograr un mayor rendimiento

diagnostico'®,

En un estudio publicado recientemente en The New England Journal of Medicine, se
realizé secuenciacion de exoma en 246 casos de muerte fetal, en donde reportan
hallazgos positivos en 15 casos, 9 con variantes patogénicas en genes previamente
descritos en muerte fetal y 6 genes que se consideran candidatos para muerte fetal, con
un rendimiento diagndstico de 6.1%. Seis casos adicionales tenian un fenotipo sugerente
para un gen conocido o candidato para muerte fetal, incluyendo estos casos el

rendimiento diagnostico aumentaria a un 8.5%!8,

Es importante mencionar que, en esos casos, los fetos ya contaban con CMA normal y
una baja probabilidad de causas maternas u obstétricas de muerte fetal, sumando
aquellos casos con resultados positivos en CMA, del total de su poblacion el 18% de los
casos se debian a causas genética. Sin embargo, es importante destacar que no contaban
con el genotipo de los padres, lo cual es importante para darle relevancia clinica a ciertos
tipos de variantes, por lo que el porcentaje de causas genéticas en esta cohorte podria ser

mayor!8,

Basandonos en estos resultados, para incrementar el rendimiento diagnostico de causas
genéticas en muerte fetal, se deben considerar como estudio de primera eleccion CMA y

en los casos en que este muestre resultados negativos, complementar con exoma clinico.
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Mas allé de tratar de identificar etiologia genética en los casos de muerte fetal, fue
importante la deteccion de factores de riesgo de importancia para la misma. Problemas
de alto impacto en la salud en México como la obesidad y la diabetes, se hicieron
presentes en las madres incluidas en el estudio y se perfilan como los factores de riesgo
mas importantes en nuestra poblacion, resaltando la importancia que tienen los factores

maternos para la muerte fetal.

La obesidad materna con un IMC igual o mayor a 30 se ha relacionado de manera
directa con muerte fetal'®, sin embargo, no se ha reportado que haya un valor de IMC
seguro o protector para la misma; el sobrepeso también se considera como un factor con

un riesgo incrementado de causar muerte fetal?®.

La diabetes, previa a la gestacion (ya sea tipo 1 o tipo 2) se asocia con un riesgo
incrementado de productos macrosomicos, defectos congénitos y muerte fetal entre las
36 a 42 SDG?!#223_ Si bien la fisiopatologia no esta determinada por completo, un
estudio realizado por Bradley et al, encontrd que el pH se encontraba alterado y el
lactato elevado en fetos de madres con diabetes, esto en tercer trimestre®*. Se sugiere que
esta elevacion de acido lactico puede llevar a un metabolismo anaerdbico, causando

hipoxia, acidosis y subsecuente muerte fetal®>.

Se estima que estos dos factores, diabetes y obesidad, se encuentran presentes en 5.2%
de los embarazos?!, en nuestro estudio se encontrd por lo menos uno de ellos en mas de
la mitad de nuestra poblacion (57%). Si bien tener obesidad o diabetes no descarta en
automatico a las otras causas de muerte fetal, no se puede ignorar que son un problema
de salud actual y creciente, con repercusiones catastroficas en la vida reproductiva de las

mujeres, € interesantemente, que son entidades prevenibles.

Otro factor materno de importancia para la muerte fetal son las infecciones, las
infecciones materno-fetales pueden representar hasta el 20% de las causas de muerte
fetal en paises desarrollados, sin embargo, estas cifras podrian ser subestimadas ya que

en ocasiones no se busca de manera intencionada esta etiologia.

Infecciones por E. coli, citomegalovirus y sifilis, son de las que se reportan con mayor

frecuencia en estos casos, usualmente hallazgos a lo largo del abordaje de muerte fetal
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sugieren etiologia infecciosa, por lo que se sospechan a posteriori, sin embargo, no
existe un algoritmo para buscar etiologia infecciosa cuando no hay otros datos que lo
sugieran en el ultrasonido o la exploracion fisica, cursando en la madre muchas veces
asintomaticas’-?. Situaciones que pudieran tener mejor cribado de llevarse un adecuado

control prenatal.

En nuestro caso, el interrogatorio y hallazgos radiograficos nos orientaron a etiologia
infecciosa en por lo menos un caso, sin embargo, no se realizaron estudios especificos

para descartarla en el resto de los casos.

Otras enfermedades maternas como patologias tiroideas, cardiovasculares, renales,
reumatoldgicas, y cancer, en estado cronico o agudo se pueden asociar a muerte fetal, sin
embargo, la mayoria de las mujeres con estas enfermedades pueden culminar sus
embarazos sin alteraciones, por lo que, aunque son relevantes, de manera general no se
han considerado convincentemente como causas de muerte fetal, y se debe evaluar cada

caso en particular’.

Dentro de las causas fetales a parte de las causas genéticas, los embarazos gemelares se
consideran otro factor de riesgo, en México, uno de cada 90 embarazos es gemelar, y
estos tienen un riesgo incrementado de presentar defectos congénitos (10 veces mas que
gestas tnicas)?’, asi como riesgo incrementado de muerte fetal, de 23 veces mas en
monocoriales y 5 veces mas en bicoriales?®. Parte de la estrategia para disminuir la
muerte fetal debe incluir un adecuado manejo de la gesta multiple y considerar un
término temprano de gestacion dependiendo del riesgo particular para cada

embarazo?®-30,

A los factores placentarios se les puede atribuir hasta el 64.9% de los casos de muerte
fetal. La identificacion de patologia placentaria se fundamenta en la evaluacion de la
misma de manera postnatal, utilizar marcadores de manera prenatal ha resultado poco

util para disminuir el riesgo de muerte fetal®!,

La patologia placentaria se suele asociar a restriccion de crecimiento intrauterino y eso a
su vez a riesgo incrementado de muerte fetal, sin embargo, no todos los casos de

patologia placentaria representan restriccion de crecimiento y no todos los productos con
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restriccion de crecimiento culminan en muerte fetal’!. Por lo tanto, para verdaderamente
descartar las patologias placentarias como causa de muerte fetal lo que es necesario es el

estudio patologico de la misma, lo cual se debe realizar junto con la autopsia.

En nuestro trabajo, tampoco fue posible analizar la placenta en los casos de muerte fetal
ya que esta se suele desechar a la expulsion del producto, por lo que para incrementar la
deteccidn de estas causas seria necesario implementar que en todos los casos de muerte

fetal se envie la placenta a estudio anatomopatolédgico.

Dentro de nuestro trabajo otra exposicion que llamo la atencion fue el tabaquismo, cuya
exposicion ya sea activa o pasiva, se ha identificado positivamente como un factor de
riesgo para muerte fetal, esto principalmente cuando el producto presenta restriccion de

19,32

crecimiento'*, cuando esto no sucede el riesgo para muerte fetal se equipara al de la

poblacion general.

De manera general, los datos encontrados en este estudio nos hablan de una
problematica grave que involucra circunstancias de salud muy prevalentes en México en
combinacion con una falta de planificacion de los embarazos y un control prenatal
deficiente y/o tardio. Lo importante al respecto es que la mayoria de los factores de
riesgo detectados son prevenibles, es necesario que se implementen estrategias de
prevencion a través de la educacion y difusion de estos problemas observados para crear
consciencia de su existencia y potencial susceptibilidad para disminuirlos, tanto en la
poblacion en edad reproductiva como en el personal de salud que los atiende, y asi

conseguir un decremento real en la incidencia de la muerte fetal.
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Capitulo VIII

Conclusiones

En conclusion, la muerte fetal en nuestra institucion es un problema de salud que amerita
continuar implementando su abordaje diagnostico. Para el adecuado funcionamiento de
este abordaje es necesario que exista un consenso de clasificacion y definicion entre las

especialidades involucradas.

Se recomienda realizar en todos los casos de muerte fetal: historia clinica genética y
exploracion fisica completa por un genetista, acortar los tiempos de notificacion de
muerte fetal para realizar la autopsia la cual debera de incluir en todos los casos el
estudio de la placenta y el cordon umbilical. De los estudios de imagen, el que demostrd
una mayor utilidad fue el ultrasonido prenatal, sin embargo, la radiografia simple
aumenta su efectividad cuando se utiliza con una sospecha diagndstica especifica (como

una displasia esquelética).

A pesar de que se identifiquen factores de riesgo mediante el interrogatorio a la madre, y
dada la frecuencia de causas genéticas en muerte fetal, es necesario realizar un test
genético en todos los casos, ya que contar con toda esta informacion otorgara la
posibilidad de poder identificar probables etiologias causales y ofrecer un adecuado

asesoramiento genético a la familia.
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Capitulo IX

Anexos

9.1 Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL
PROTOCOLO DE INVESTIGACION: ABORDAJE GENETICO EN MUERTE
FETAL

Titulo del estudio Abordaje Genético en Muerte Fetal

Nombre del investigador principal | Dra.med. Graciela Areli Lopez Uriarte
Institucion Facultad de Medicina y Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzélez.” Universidad Auténoma de

Nuevo Ledn
Servicio/Departamento Genética
Teléfono de contacto (81) 8348-3704
Persona de contacto Dra. Kiabeth Robles Espinoza

Esta forma de consentimiento informado puede contener palabras que usted no entienda.
Por favor pidale a su médico del estudio o al personal del estudio que le explique
cualquier palabra o informacion que no le quede clara. Su participacion en este estudio
es voluntaria. Es importante que lea y entienda la siguiente explicacion de los
procedimientos propuestos. Este documento describe el proposito, los procedimientos,
beneficios, riesgos conocidos, molestias, precauciones del estudio, incluyendo la
duracion y naturaleza de su participacion. Usted tiene derecho de retirarse del estudio en
cualquier momento. No se pueden dar garantias respecto a los resultados del estudio de
investigacion. Para ingresar al estudio, usted como sujeto debe de firmar y fechas este
documento con la presencia de dos testigos y finalmente recibird una copia del mismo.

1. Proposito del estudio

La muerte fetal se define como la muerte del producto de la concepcion previa a su
expulsion. Segun la edad gestacional, se considera a partir de la semana 22 de gestacion
o bien, que presente un peso al momento del nacimiento mayor de 500 gramos. En
M¢éxico permanece sin diagnostico en aproximadamente la mitad de los casos. Realizar
autopsia (estudio anatémico del feto interno y externo) estudio de placenta (6érgano que
comunica el flujo de sangre de la madre y el feto en el embarazo) y cariotipo (estudio de
los cromosomas del feto), disminuyen las posibilidades de que los casos permanezcan
sin un diagnostico. Para poder realizar una adecuada evaluacion de los casos de muerte
fetal es necesario estudiar las diferentes causas de la misma para lo cual es importante
realizar: historia clinica y exploracion fisica detallada, autopsia, estudio de la placenta,
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estudios radiograficos del feto, estudios genéticos. La finalidad del presente estudio es
llegar al diagnostico de los casos de muerte fetal, que en el 25-35% se considera de
etiologia genética, para poder dar el asesoramiento genético adecuado a la familia.

2. Criterios de inclusion y exclusion

Inclusion:

—Muerte fetal de 22 SDG o mads, con peso mayor o igual a 500 gramos, reportadas a
genética por el servicio de ginecologia y obstetricia.

-Madre mayor de edad

—Al menos con uno de los siguientes: estudio histopatologico (autopsia) o estudio de
imagen (radiografia-USG anatdmico prenatal)

—Consentimiento informado para toma de muestra de cordon umbilical para realizar
estudio genético (cariotipo, MLPA, microarreglos).

—Dentro del periodo establecido (Julio 2019 a Julio 2020).

Exclusion:

—Casos de muerte fetal fuera del periodo establecido.
—Incumplimiento de semanas de gestacion o peso considerados.
—Datos de extrema maceracion

Eliminacion:
-Muestras bioldgicas para andlisis citogenético/molecular insuficiente o contaminadas.

3. Procedimientos

Los casos de muerte fetal seran reportados al Departamento de Genética por el servicio
de Ginecologia y Obstetricia, quienes conservaran el producto y la placenta. Personal del
Departamento de Genética acudird con la madre o padre para informar acerca del
presente estudio y solicitar consentimiento para su participacion el mismo. Se le otorgara
también consentimiento escrito para realizar autopsia fetal (formato del Departamento
de Patologia) y consentimiento para extraccion de DNA.

Se procederi a realizar historia clinica genética, exploracion fisica, somatometria, toma
de fotografias clinicas y muestra de cordon umbilical. Posteriormente el feto sera llevado
a toma de estudio de rayos X y al Departamento de Patologia para realizar la autopsia.
Se le indicard a los familiares que acudan a consulta a Genética una vez se hayan
completado los estudios realizados a su hijo para recibir asesoramiento genético.

4. Riesgos y molestias
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Riesgo minimo: Se tomara muestra de cordon umbilical, estudio radiografico y autopsia
al feto solo bajo consentimiento de los padres. No se realizard toma de muestras a los
padres

5. Posibles beneficios

Usted podra verse beneficiado por su participacion en este estudio, aunque no hay
garantias de que tenga un beneficio directo por participar en este estudio.

Se podra realizar un abordaje completo de la muerte fetal y recibir asesoramiento
genético.

6. Nuevos hallazgos

El médico del estudio le informara a usted acerca de cualquier hallazgo significativo que
se desarrolle durante el trascurso de este estudio.

7. Retiro y terminacion

Su participacion es estrictamente voluntaria. Si desea suspender su participacion, puede
hacerlo con libertad en cualquier momento. Si elige no participar o retirarse del estudio,
su atencion médica presente y/o futura no se vera afectada y no incurrird en sanciones ni
perdera los beneficios a los que usted tendria el derecho del algiin otro modo.

8. Costos, reembolsos y pagos

Los procedimientos y pruebas relacionadas con el estudio no tendran ninglin costo, estos
correran a cargo de la institucion. Sin embargo, puede incurrir en gastos propios a la
atencion que normalmente recibiria.

9. Confidencialidad/expediente clinico

Si acepta participar en la investigacion, el médico del estudio recabard y registrara
informacion personal confidencial acerca de su salud y de su tratamiento. Esta
informacion no contendra su nombre completo ni su domicilio pero podra contener otra
informacion acerca de usted. Toda esta informacion tiene la finalidad de garantizar la
integridad cientifica de la investigacion. Su nombre no serd conocido fuera de la
Institucidon a menos que lo requiera nuestra Ley.

Usted tiene el derecho de controlar el uso de sus datos personales de acuerdo a la Ley
Federal de Proteccion de Datos Personales en Posicion de Particulares, asi mismo de
solicitar el acceso, correccion y oposicion de su informacion personal. La solicitud sera
procesada de acuerdo a las regulaciones de proteccion de datos vigentes. Sin embargo,
cierta informacion no podré estar disponible hasta que el estudio sea completado, esto
con la finalidad de proteger la integridad del estudio.

La Facultad de Medicina y el Hospital Universitario, asi como el investigador seran
responsables de salvaguardar la informacion de acuerdo con las regulaciones locales.
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Usted tiene el derecho de solicitar por escrito al médico un resumen de su expediente
clinico.

La informacion personal acerca de su salud y de su tratamiento del estudio podra
procesarse o transferirse a terceros en otros paises para fines de investigacion y de
reportes de seguridad, incluyendo agencias reguladoras (Secretaria de Salud) locales, asi
como al Comité de Etica de nuestra institucion.

Para los propositos de este estudio, autoridades sanitarias como Secretaria de Salud y
Comité de Etica podran inspeccionar el expediente clinico, la razén de esto es asegurar
que el estudio se esta llevando a cabo apropiadamente con la finalidad de salvaguardar
sus derechos como pacientes en investigacion.

Los resultados de este estudio de investigacion podran presentarse en reuniones o en
publicaciones.

La informacién recabada durante este estudio serd recopilada en bases d datos del
investigador, los cuales podran ser usados en otros estudios en el futuro. Estos datos no
incluiran informacién médica personal confidencial.

Al firmar este documento usted, asi como su representante autorizan el uso 'y
revelaciones de la informacion acerca de su estado de salud y tratamiento identificado en
esta forma de consentimiento. No perdera ninguno de sus derechos legales como sujeto
de investigacion. Si hay cambios en el uso de su informacion su médico le informara.

Si tiene dudas sobre sus derechos como sujeto en investigacion puede comunicarse con
el Dr.med José Gerardo Garza Leal, presidente del Comité de Etica tel: 8329-4050
ext.2870-74.

Si tiene dudas con relacion a sus derechos como paciente puede comunicarse con el Lic.
Antonio Zapata de la Riva tel: 8329-4050 ext. 2870-74

10. Declaracion

Reconozco que me han dado la oportunidad de hacer preguntas relacionadas al estudio
de investigacion y que todas estas se me han respondido de manera clara y precisa.

Entiendo ademas si tengo dudas relacionadas al estudio deberé notificar al investigador
con la siguiente informacioén de contacto.

Nombre del investigador principal Dra. Graciela Areli Lopez Uriarte
Teléfono de contacto 83483704
Teléfono de emergencias 3311699035

Al firmar este consentimiento reconozco que mi participacion es voluntaria y que puedo
negarme a participar o suspender mi participacion en cualquier momento sin sanciones
ni pérdidas de los beneficios a los que de otro modo tengo derecho. Acepto ademas que
mi informacidn personal puede utilizarse y transferirse para nuevos estudios de
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investigacion clinica con la finalidad de brindar mas informacion y asi contar con nuevas
opciones de tratamiento. Entiendo que mi informacion puede ser auditada o
inspeccionada por agencias reguladoras. Se me entrega una copia del consentimiento
informado.

11. Firmas
Fecha Nombre completo Firma del sujeto
Fecha Nombre completo Firma de testigo 1
Fecha Nombre completo Firma de testigo 2

12. Aseguramiento del investigador o miembro del equipo

A mi mas leal saber y entender, el sujeto esta proporcionando su consentimiento
tanto voluntariamente como de una manera informada y él/ella posee el derecho
legal y la capacidad mental suficiente para otorgar este consentimiento.

Fecha Nombre de la persona Firma

que obtuvo el consentimiento
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9.2 Consentimiento para uso de material biologico

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL USO DE MATERIAL
BIOLOGICO Y SU CONSERVACION

Titulo del estudio Abordaje Genético en Muerte Fetal

Nombre del investigador principal | Dra. Graciela Areli Lopez Uriarte
Institucion Facultad de Medicina y Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzélez.” Universidad Auténoma de

Nuevo Ledn
Servicio/Departamento Genética
Teléfono de contacto (81) 8348-3704
Persona de contacto Dra. Kiabeth Robles Espinoza

En el hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” a parte de la atencion a los
pacientes se realiza también investigacion biomédica. La finalidad de este estudio es
progresar en el conocimiento de la muerte fetal asi como en su diagnéstico causal. Para
esta investigacion aparte de solicitar informacion clinica requiere la obtencion de
material biolégico (cordon umbilical) y su uso para estudios genéticos para lo cual es
necesario realizar extraccion de DNA.

Este se guardara y se dispondra sin que este hecho le cause molestias adicionales. Las
muestras y la informacidn asociada a las mismas seran custodiadas en el Departamento
de Genética por un periodo de quince afos, y estas no seran utilizadas para crear lineas
celulares inmortales.

Cualquier estudio de investigacion para el que se solicite la utilizacion de estos datos o
muestras debera de disponer siempre la aprobaciéon del Comité de Etica en
Investigacion, que velard para que los investigadores desarrollen sus estudios siguiendo
siempre las mas estrictas normas éticas y legales.

A partir de las muestras donadas se realizaran estudios genéticos y a partir de ellos se
puede obtener informacion acerca del estado de su estado de salud y la de sus familiares.
Siempre se actuara velando por la proteccion de esta informacion.

En caso de ser necesaria alguna muestra adicional, la institucion se podria poner en
contacto con usted para solicitarle nuevamente su colaboracion. En este caso se le
informara de los motivos y se le solicitara de nuevo su consentimiento.

La identificacion de las muestras serd sometida a un proceso de codificacion. A cada
muestra se le asigna un codigo de identificacion, que serd utilizado por los
investigadores. Unicamente personal autorizado por el Departamento de Genética podra
relacionar su identidad con los citados co6digos. Asimismo, aunque los resultados
obtenidos en la investigacion realizada con sus muestras se publiquen en revistas
cientificas, su identidad no sera facilitada.
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Usted podré ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y objecion, asi
como obtener informacién del uso de sus muestras y datos asociados dirigiéndose a:
Departamento de Genética, Dra. Kiabeth Robles Espinoza tel: (81) 8348-3704.

Su participacion es voluntaria y su negativa no repercutird en su asistencia médica
presente o futura. Si firma el consentimiento informado confirmara que desea participar.
Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento posterior a
la firma sin tener que explicar los motivos y esto no repercutird negativamente en su
asistencia médica. Si en un momento quisiera anular su consentimiento, sus muestras
bioldgicas seran destruidas y los datos asociados a las mismas seran retirados.

Por favor pregunte al personal sanitario que le ha comunicado esta informacion sobre
cualquier duda que pueda tener, ahora o en el futuro, en relacion con este
consentimiento.

Si tiene dudas sobre sus derechos como sujeto en investigacion puede comunicarse con
el Dr. med José Gerardo Garza Leal, presidente del Comité de Etica tel:8329-4050
ext.2870-74.

Si tiene dudas con relacion a sus derechos como paciente puede comunicarse con el Lic.
Antonio Zapata de la Riva tel: 8329-4050 ext. 2870-74

Firmas

Fecha Nombre completo Firma del sujeto
Fecha Nombre completo Firma de testigo 1
Fecha Nombre completo Firma de testigo 2
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Aseguramiento del investigador o miembro del equipo

A mi mas leal saber y entender, el sujeto estad proporcionando su consentimiento
tanto voluntariamente como de una manera informada y él/ella posee el derecho
legal y la capacidad mental suficiente para otorgar este consentimiento.

Fecha Nombre de la persona Firma

que obtuvo el consentimiento
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